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RESUMEN 
Estrategias dietéticas, en particular el uso de probióticos como agentes 
terapéuticos que manipulen la microbiota intestinal y/o modulen la funcionalidad del tejido 
adiposo, serían adecuadas para la prevención y/o tratamiento de diferentes condiciones de 
malnutrición. Bajo este contexto nos planteamos el siguiente objetivo: “Evaluar la influencia 
de bacterias lácticas (BL) sobre la secreción de adipoquinas en modelos experimentales de 
malnutrición y estudiar su implicancia en la respuesta inmune y la microbiota intestinal 
(MI)”.   
Realizamos una selección de cepas de BL adipomoduladoras mediante ensayos in 
vitro, en macrófagos (RAW264.7), adipocitos (cultivo primario) o co-cultivo de ambos tipos 
célulares. 
 Los estudios in vitro nos permitieron concluir que, la capacidad adipomoduladora 
de las BL estudiadas fue cepa dependiente. 
De acuerdo al perfil de producción de TNF-α, IL-6, MCP-1, IL-10, leptina y a la expresión 
de su receptor (Ob-Rb) se seleccionaron, Lactobacillus fermentum CRL1446, Lactobacillus casei 
CRL431 y Lactococcus lactis CRL1434 como las BL con mayor probabilidad de ejercer efectos 
beneficiosos en condiciones de malnutrición. 
De este modo fue posible desarrollar un método de selección in vitro de BL 
adipomoduladoras potencialmente probióticas.  
En dos modelos experimentales de malnutrición, restricción calórica (RC) y 
sobrepeso, se evaluó la capacidad de las las cepas seleccionadas, para modular 
beneficiosamente la MI y la respuesta inmune.  
En el modelo RC se demostró que:  
 CRL1446 favorece la disminución del peso corporal, el tamaño de adipocitos, 
leptina y, colesterol plasmático. Los estudios ex vivo post-estímulo con LPS 
demostraron una menor producción de leptina por adipocitos, menor nivel 
de MCP-1 y aumentos de IL-10 por macrófagos. Detectamos un efecto 
bifidogénico sobre la MI. 
 CRL1434 induce un descenso del peso corporal y de leptina además de 
aumentos en TNF-α, IL-17 e IL-10. Los estudios ex vivo demostraron una 
menor secreción de leptina en adipocitos, y aumentos en niveles de IL-10 y 
TNF-α en macrófagos. No hay cambios significativos en la MI. 
 CRL431 induce incremento del peso corporal y del tejido adiposo, leptina, 
glucosa, TNF-α e IL-17. En los estudios ex vivo observamos incremento de 
leptina por adipocitos y aumentos de IL-10, TNF-α e IL-6 por macrófagos. Se 
observa un aumento del género lactobacilos. 
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En el modelo de sobrepeso se demostró que:  
 CRL1446 induce un descenso del peso corporal, del tejido adiposo y del tamaño de 
adipocitos. Se observa disminución en plasma de glucosa, colesterol, triglicéridos, 
leptina, TNF-α e IL-6 y aumentos de IL-10. Los estudios ex vivo en adipocitos 
demostraron menor secreción de leptina, y en macrófagos menor concentración de 
MCP-1, TNF-α e IL-6 y mayores niveles de IL-10. Se observa un aumento de 
lactobacilos y una disminución del índice Firmicutes/bacteroidetes F/B.  
 CRL1434 induce un descenso del peso corporal, del tejido adiposo y del tamaño de 
adipocitos. Se observa disminución en glucosa, colesterol, triglicéridos y leptina 
además de aumentos de IL-10 y disminución de TNF-α e IL-6. Los estudios ex vivo
no demostraron cambios en la producción de leptina, y en macrófagos se observa 
menor concentración de MCP-1 y mayores niveles de IL-10. Se observa disminución 
del índice (F/B). 
 CRL431 no modifica el peso corporal ni el tejido adiposo. Se observa disminución 
ligera de glucosa y colesterol plasmático. Demostramos incrementos de leptina, IL-
6 e IL-10. En los estudios ex vivo observamos incremento de leptina por adipocitos y 
aumentos de IL-10, TNF-α e IL-6 por macrófagos. Se observa disminución del índice 
F/B. 
Estos resultados sugieren que CRL1446 y CRL1434 podrían ser potenciales 
probióticos para el tratamiento de la obesidad y sobrepeso mientras que la administración 
oral de CRL431 resultaría beneficiosa en las alteraciones producidas por la desnutrición.  
Palabras claves: Malnutrición – Probioticos - Adipoquinas
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Ludwig Feuerbach 1850.
"Somos lo que 
comemos" "Si se 
quiere mejorar al 
pueblo, en vez de 
discursos denles 
mejores alimentos.
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Prefacio
Introducción  
¿Cómo enfermedades que parecen meramente metabólicas como la obesidad o la 
diabetes tipo 2 se relacionan con alteraciones del sistema inmune?  
¿Qué vínculo hay entre la dieta, la microbiota, el sistema inmune, la producción de 
adipoquinas y el metabolismo?  ¿Por qué la dieta se vuelve decisiva en el desarrollo de 
enfermedades inmuno-metabólicas?  
La comprensión de los mecanismos por los cuales los nutrientes de la dieta influyen 
sobre la inmunidad, el metabolismo y la microbiota intestinal puede allanar el camino para 
desarrollar nuevas estrategias dietarías con pre o probióticos, que impacten en la inmunidad 
y mejoren la salud de la sociedad (Petschow et al., 2013). 
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Nutrición 
Malnutrición
"Que tu alimento sea tu medicina, y que tu medicina sea tu alimento"
(Hipócrates - año 460 A.C.)   
“La nutrición es la ingesta de alimentos en relación con las necesidades dietéticas del organismo. Una 
buena nutrición, una dieta suficiente y equilibrada combinada con el ejercicio físico regular es un 
elemento fundamental de la buena salud”. 
“Una mala nutrición puede reducir la inmunidad, aumentar la vulnerabilidad a las enfermedades, 
alterar el desarrollo físico y mental, y reducir la productividad”.
 (WHO | Nutrition) 
Así es como se definió nutrición a lo largo del tiempo, donde se manifiesta la 
importancia de la dieta en el estado de salud general y las alteraciones que puede acarrear 
la malnutrición. Resaltando que el desequilibrio dietario representa uno de los principales 
desencadenantes de enfermedades, lo cual se ve reflejado en los casos de desnutrición y en 
la creciente epidemia de obesidad mundial, sin solución hasta el momento. 
Este trabajo de Tesis Doctoral aborda los desequilibrios nutricionales como 
desencadenantes primarios de enfermedades y causa del problema.  
Hablar de malnutrición puede ser muy complejo teniendo en cuenta todos los 
factores que la afectan y los diferentes estados de malnutrición que existen, pero podríamos 
simplificarla a nivel de cantidad de calorías ingeridas con los alimentos. En este sentido la 
malnutrición se refiere a la deficiencia, el exceso o el desequilibrio en la ingesta de energía 
y/o nutrientes de una persona. El término malnutrición abarca 2 grandes grupos de 
condiciones, una de ellas es “Desnutrición” que incluye el retraso del crecimiento (baja talla 
para la edad), emaciación (bajo peso para la talla), la insuficiencia ponderal (bajo peso para 
la edad) y la carencia o insuficiencias de micronutrientes (falta de vitaminas y minerales). El 
otro grupo es el Sobrepeso, la Obesidad y las enfermedades no transmisibles relacionadas 
con la dieta (tales como enfermedad cardíaca, accidente cerebrovascular, diabetes y cáncer) 
(WHO | What is malnutrition?). De esta manera podríamos decir que un tercio de la 
población mundial esta malnutrida, llegando en algunos casos a desarrollar enfermedades 
como la obesidad, la cual ha crecido de forma exponencial e incluso en algunos países como 
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Desequilibrio
los Estados unidos, el 70% de la población padece sobrepeso y el 35 % obesidad. (Ng et al. 
2014).
De esta manera hablamos de malnutrición en su forma más simple teniendo en 
cuenta la carga nutricional de un alimento, esto podría parecer sencillo, y en muchos casos 
se utiliza para explicar de forma simple enfermedades complejas como la obesidad 
(desequilibrio en la ingesta de alimentos donde se consumen más calorías de las que se 
gastan) sin embargo al profundizar en el tema nos damos cuenta que se trata de un 
fenómeno más complejo que pone cada vez más factores en juego. 
Partiendo de este punto de vista, podríamos decir que no existe una dieta ideal que 
nos garantice el estado nutricional perfecto, más bien cada individuo atraviesa por 
diferentes estados de malnutrición a lo largo de su vida intentando siempre restablecer el 
equilibrio y coexistir con un estado nutricional saludable. Cuando nos alejamos de ese 
estado de equilibrio nutricional saludable y nos mantenemos en un estado de malnutrición 
crónico es cuando se desencadenan enfermedades que comprometen nuestra salud y 
aumentan nuestro riesgo de muerte.
Individuos occidentales consumen preferentemente alimentos procesados, con alta 
carga energética y enriquecidos en azúcares, grasas y sal, debido principalmente a la 
sensación de placer que estos causan en nuestro cerebro (respuesta hedónica), y pequeñas 
cantidades de alimentos ricos en vitaminas, minerales y fibras. Paradójicamente estos tres 
principales metabolitos son los que se encuentran aumentados en la población mundial 
reflejados en enfermedades tales como diabetes tipo II, obesidad e hipertensión (Cordain et 
al., 2005). 
Esta involución de las dietas occidentales tiene un origen multifactorial, 
fundamentalmente los cambios en la producción y la tecnología de alimentos, sumado al 
ritmo de vida vertiginoso, ha permitido un aumento en la cantidad de alimentos procesados, 
una mayor durabilidad en estante y su excesiva palatabilidad, priorizando la cantidad de 
alimento producido sin importar el cómo. Esto sin duda ha atentado contra su calidad 
nutricional, obteniéndose cada vez más alimentos hipercalóricos, ricos en sal, y compuestos 
químicos como conservantes, emulsionantes, edulcorantes, nutricionalmente pobres que 
contribuyen a la malnutrición mundial.  
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Estadísticas Mundiales (WHO|Obesity and overweight)
Datos y Cifras 
 Desde 1980, la obesidad se ha duplicado en todo el mundo. 
 En 2013, más de 42 millones de niños menores de cinco años tenían sobrepeso. 
 En 2014, casi 2000 millones de adultos (39%) tenían sobrepeso, de los cuales, más de 600 
millones (13%) eran obesos en todo el mundo. 
 Cada año mueren, al menos 2.8 millones de personas a causa de la obesidad o sobrepeso. 
 Incrementos notables en las tasas de prevalencia evidencian que el sobrepeso y la obesidad se 
han convertido en la epidemia del siglo XXI.  
Por otro lado  
 Alrededor de 795 millones de personas en el mundo no tienen suficientes alimentos para llevar 
una vida saludable y activa. 
 La gran mayoría de personas que padecen hambre en el mundo viven en países en desarrollo, 
donde el 13% de la población presenta desnutrición. 
Evaluando estas cifras de la OMS rápidamente se puede ver la tendencia actual de 
la malnutrición mundial, donde si bien se han reducido las tasas de desnutrición no se ha 
solucionado completamente el problema y además este convive con una creciente epidemia 
de sobrepeso y obesidad mundial mostrando el nuevo curso que preocupa a las autoridades 
de salud pública de todo el mundo. 
En Argentina, hasta el año 2005, no se disponía de estadísticas confiables acerca de 
la prevalencia del sobrepeso y la obesidad a nivel nacional. A partir del 2005 se tomó 
conciencia y se realizaron censos (WebINDEC - Sociedad / Salud / Factores de riesgo) que 
arrojaron datos y preocupación en este sentido, ya que nos encontrábamos dentro de los 
países con mayor tasa de sobrepeso y obesidad mundial por debajo de EEUU y muy 
similares a México.  
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Estadísticas nacionales (WebINDEC - Sociedad / Salud / Factores de riesgo)
Año 2005 
 El 34.5% de la población presentaba sobrepeso y un 14.6% obesidad. Por lo 
tanto, en su conjunto, el 49.1% de la población argentina presentaba sobrepeso. 
 Se halló una prevalencia más elevada de obesidad en hombres que en mujeres 
(15.4% vs. 13.9%)  
 Los sujetos con menores ingresos (16.3%) y menor nivel educativo (21.4%), eran 
los más afectados. 
Año 2009 
 La prevalencia nacional de obesidad fue del 18% y la de sobrepeso del 35.4% 
(53% de sobrepeso en total). 
 Las provincias con menor prevalencia de obesidad resultaron ser la Ciudad 
Autónoma de Buenos Aires (13.5%) y Misiones (13.9%).  
 Los hombres nuevamente tuvieron mayor prevalencia de obesidad que las 
mujeres (19.1% vs. 17.1%). 
 Se halló un aumento de la prevalencia de obesidad directamente proporcional al 
aumento de la edad, registrándose entre los 50 y 64 años el valor más elevado 
(27.3%) a partir del cual la tasa comenzó a disminuir. 
 Nuevamente hubo mayor prevalencia de obesidad en los grupos más vulnerables, 
es decir con menor nivel educativo (26.6%) y menores ingresos (20.1%). 
Año 2013
 El estudio mostró que el 37.1% de la población presentaba sobrepeso y el 20.8% obesidad 
(60% de la población argentina presentaba sobrepeso).
 De manera similar a lo hallado en años anteriores, la prevalencia de obesidad resultó 
mayor entre grupos de menor nivel socioeconómico.  
Con esto se puede evidenciar un ininterrumpido crecimiento de las tasas de 
sobrepeso y obesidad en Argentina (Custodio et al., 2015) lo cual acompaña a la tendencia 
mundial. Si esto no nos parece demasiado ahora viene el dato curioso, y es que posiblemente 
somos pioneros en obesidad infantil, siendo uno de los países con mayor tasa a nivel 
mundial. Según datos de 2010 de la Base de Datos Global sobre Crecimiento Infantil y 
Malnutrición de la OMS, Argentina presenta el mayor porcentaje de obesidad infantil en 
niños y niñas menores de cinco años en la región de América Latina con un 7,3% de 
prevalencia. Destacando además que nuestro país todavía no dispone de datos estadísticos 
propios acerca de esta preocupante noticia. 
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Responsables
Hasta principios del siglo XX, se consideraba a la obesidad una problemática 
individual, producto del descontrol con las comidas, y por lo tanto de total responsabilidad 
de cada individuo. Esta situación se fue modificando a lo largo del tiempo y en la actualidad 
la obesidad es declarada una epidemia de carácter global, multifactorial que involucra y 
responsabiliza a varios sectores importantes de la sociedad “el consumidor”, “el estado”, 
“la industria alimentaria” y “las ciencias de la salud”, por lo que es considerada una gran 
problemática para la salud pública y la economía mundial. 
Otro concepto erróneo que se ha modificado con el tiempo, es considerar el 
sobrepeso y la obesidad un problema propio de los países desarrollados con altos ingresos, 
cuando en realidad estos trastornos están aumentando en los países subdesarrollados con 
ingresos bajos y medios, en particular en los entornos urbanos. En los países en desarrollo 
con economías emergentes el incremento porcentual del sobrepeso y la obesidad en los 
niños ha sido un 30% superior al de los países desarrollados, y Argentina encabeza esa lista 
(WHO | Obesity and Overweight 2016). 
Muchos países de ingresos bajos y medianos actualmente están afrontando una 
doble carga de morbilidad, mientras continúan lidiando con los problemas de las 
enfermedades infecciosas asociadas a la desnutrición, están experimentando un aumento 
brusco en los factores de riesgo de contraer enfermedades metabólicas como la diabetes y la 
obesidad. No es raro encontrar la desnutrición y la obesidad coexistiendo en un mismo país, 
una misma comunidad y dentro de un mismo hogar. En los países de ingresos bajos y 
medianos, los niños son más propensos a recibir una malnutrición prenatal, lactante y del 
niño pequeño insuficiente. Al mismo tiempo, están expuestos a alimentos hipercalóricos 
ricos en grasas, azúcares, sal y pobres en micronutrientes, que suelen ser económicos. Estos 
malos hábitos alimentarios, juntamente con una escasa actividad física, y una falta de 
políticas de salud pública tienen como resultado un crecimiento brusco de la obesidad en 
esta época en que los problemas de desnutrición continúan sin resolverse. 
Teniendo en cuenta los datos epidemiológicos, que muestran un ininterrumpido 
crecimiento de las tasas de obesidad en Argentina, es fundamental que las políticas públicas 
continúen llevando a cabo acciones encaminadas a disminuir la prevalencia e incidencia, a 
través del relevamiento, la prevención y un diagnóstico oportuno. En relación con la 
prevención, es importante intensificar los esfuerzos en la implementación de estrategias 
efectivas orientadas a reducir esta enfermedad. Es en este punto donde intentamos 
contribuir con el análisis de cepas bacterianas que puedan ser implementadas como 
potenciales probióticos para ser aplicados en casos de malnutrición. Remarcando que la 
obesidad es una problemática compleja, imposible de resolverse a partir de medidas 
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Inmunidad y malnutrición, in medio stat virtus.
aisladas y simples, por lo cual es esencial su abordaje desde un enfoque interdisciplinario y 
multisectorial.  
Priorizar la obesidad como problema sanitario e implementar acciones desde las 
políticas públicas, es fundamental para poder revertir esta tendencia (WHO | Obesity and 
Overweight 2016).
El sistema inmune requiere un apropiado suministro de energía de los alimentos 
para sostener su función biológica normal. El riesgo de infección aumenta cuando la energía 
es insuficiente (desnutrición), o bien el otro extremo, donde se observa una inflamación 
crónica de bajo grado cuando los nutrientes están en exceso (obesidad). La comprensión de 
cómo las diferentes vías metabólicas de señalización intracelulares pueden afectar la función 
inmune y cómo la desregulación nutricional, observada en la desnutrición y la obesidad, es 
capaz de alterar la respuesta inmune está emergiendo como un nuevo campo de 
investigación. De hecho, hay una gran cantidad de evidencia que indica que la deficiencia 
en uno o más nutrientes disminuye tanto la respuesta inmune innata como adaptativa y 
proporciona una ventana de oportunidades para las enfermedades infecciosas. Por ejemplo, 
la deficiencia de proteína causa atrofia de los órganos linfoides primarios y secundarios y 
afecta a varias funciones inmunes, tales como la proliferación de linfocitos, las respuestas 
de anticuerpos, y la producción de IFN-γ (Calder, 2013; Herrera et al., 2014). Mientras que 
la deficiencia de nutrientes se asocia con una mayor susceptibilidad a la infección y la 
muerte, la sobrecarga metabólica, secundaria a un aumento del consumo de alimentos de 
alta densidad energética, se correlaciona con una alta incidencia de trastornos inflamatorios 
y autoinmunes. De hecho, los cambios en los hábitos alimenticios, en particular la 
promoción de una dieta con alto contenido en grasas, azúcares, sal y exceso de calorías, 
representa el principal factor subyacente de la "explosión" de la obesidad en las últimas dos 
décadas (Ng et al. 2014; Mraz and Haluzik 2014).  
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Tejido adiposo: Inmunidad y Metabolismo
¿Porque la acumulación excesiva de grasa o la falta de ella, se encuentra en el núcleo 
de todos estos problemas? 
El tejido adiposo (TA) no es más considerado un mero depósito de energía o un 
medio de aislamiento térmico y mecánico como lo fue hace unos 20 años, en la actualidad y 
debido a intensas investigaciones se considera un órgano muy activo involucrado en 
numerosos procesos metabólicos, endócrinos e inmunológicos, superando ampliamente 
incluso a órganos como el hígado en la producción de citoquinas (de 100 a 1000 veces mayor) 
(Gerner et al., 2013). La característica pleiotrópica del TA se debe a su capacidad para 
secretar una gran cantidad de hormonas, citoquinas y metabolitos denominados 
“Adipoquinas”, estos productos son capaces de actuar no sólo a nivel local sino también a 
nivel sistémico afectando a otros órganos donde desempeñan un papel crucial para 
mantener la homeostasis del organismo.  
Teniendo en cuenta que el tejido adiposo es el blanco principal donde impactan los 
cambios nutricionales, está sometido a una remodelación dinámica y plástica, donde se 
observan diferentes modificaciones anatómicas, celulares y moleculares que se alteran y 
conducen al desarrollo de trastornos inmuno-metabólicos durante la malnutrición. Algunos 
de estos mecanismos incluyen la disfunción endócrina (Blüher, 2009), hipoxia del TA 
(Trayhurn, 2013) y la disminución de la capacidad de almacenamiento de lípidos con su 
posterior acumulación ectópica (Ravussin and Smith, 2002). Sin embargo, uno de los 
conceptos, en cuanto a mecanismos, que vincula el exceso de adiposidad con diabetes 
mellitus tipo 2 (DM2) y complicaciones cardiovasculares, incluye el desarrollo de la 
inflamación crónica de bajo grado, caracterizada por la infiltración de células inmunes en el 
TA, aumento de la producción y secreción de factores pro-inflamatorios a la circulación y 
resistencia a la insulina (Weisberg et al., 2003; Neels and Olefsky, 2006; Mraz and Haluzik, 
2014a; Choe et al., 2016).  
Este enfoque coloca al tejido adiposo en la intersección entre la nutrición, el 
metabolismo y la inmunidad y propone que su alteración es uno de los mecanismos 
centrales que relaciona el estado de malnutrición con desórdenes inmuno-metabólicos. 
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Remodelación del TA en la malnutrición 
¿Cuáles son los principales cambios estructurales que sufre el TA durante la
malnutrición? 
La composición del tejido adiposo tiene una gran plasticidad y está regulada por el 
peso corporal, así como la alimentación y el ayuno, y puede responder rápidamente a las 
alteraciones en el exceso o la falta de nutrientes.  
Estas alteraciones se pueden resumir como cambios en (Blüher, 2013):  
 La acumulación de grasa visceral (ectópica),  
 La composición de la matriz extracelular e intracelular del TA,  
 El número de células inmunes dentro del TA,  
 La hipertrofia y la hiperplasia de los adipocitos,  
 La autofagia y la apoptosis,  
 El perfil de ARNm y la expresión de adipoquinas 
En ratones delgados, la composición de células inmunes en el tejido adiposo está 
representada principalmente por células con un fenotipo anti-inflamatorio, incluyendo 
macrófagos activados alternativamente (M2), células T reguladoras (Treg), eosinófilos y 
células linfoides innatas tipo II (ILC2), mientras que en animales con obesidad hay un 
cambio en la polarización hacia un perfil inflamatorio, reinado principalmente por 
macrófagos M1, células Th1, Th17 y neutrófilos que favorecen un estado pro-inflamatorio 
(Mraz and Haluzik, 2014). Tomados en conjunto, estos datos indican que el tejido adiposo 
en individuos delgados se encuentra principalmente constituido por células que favorecen 
una respuesta de tipo Th2 (macrófagos M2, eosinófilos, ILC2 y Treg, principalmente) 
(Molofsky et al., 2013; Bouchery et al., 2015), estas células mantienen una comunicación 
óptima con los adipocitos que asegura un perfil adecuado de adipoquinas, la homeostasis 
metabólica y la tolerancia inmune. En la obesidad un cambio de fenotipo hacia un perfil 
Th1/Th17 establece la base de una respuesta inflamatoria exacerbada que contribuye a una 
inflamación crónica, desregulación metabólica y autoinmunidad en individuos 
genéticamente susceptibles (De Rosa et al., 2015a; Galgani et al., 2015). 
Los fenómenos de expansión que sufre el TA de un individuo obeso se podrían 
describir de forma general de la siguiente manera: cuando los adipocitos crecen en número 
(hiperplasia) y en tamaño (hipertrofia) de forma desmedida, se induce la hipoxia del TA por 
la obstrucción de vasos sanguíneos y reducción en el suministro de sangre, lo que lleva 
principalmente a la necrosis de adipocitos, con liberación de ácidos grasos y proteínas 
quimioatrayentes de monocitos como MCP-1, favoreciendo la infiltración de macrófagos en 
el tejido, la posterior formación de estructuras en forma de coronas (adipocitos necróticos 
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rodeados por macrófagos) y la sobreproducción de moléculas pro-inflamatorias (TNF-α, IL-
6, IL-1β, etc.) lo que perpetua el circulo vicioso de la meta-inflamación (inflamación de 
órganos metabólicos) (Xu et al. 2003; Kosteli et al. 2010).  Por otro lado esto no sucede en el 
TA de individuos delgados donde, como explicamos anteriormente, el fenotipo del tejido 
adiposo está dominado por adipocitos de menor tamaño y un perfil de macrófagos M2 o 
“activados alternativamente” que protegen contra la resistencia a la insulina y la 
inflamación crónica a diferencia de los macrófagos M1 o “activados clásicamente”, pro-
inflamatorios (Mraz and Haluzik 2014). 
Los macrófagos representan la mayor subpoblación de células inmunes del TA, 
abarcando desde un 5%, en individuos delgados, hasta un 50% en obesos como se mencionó 
anteriormente (Weisberg et al., 2003; Xu et al. 2003), esta infiltración masiva de macrófagos 
en el TA, sumado a una polarización M1 (pro-inflamatoria) es considerado hoy en día uno 
de los responsables de la inflamación crónica desarrollada en la obesidad. Además de los 
macrófagos, otras células inmunes, tales como los neutrófilos, las células dendríticas, células 
NK y células Th1, se acumulan en el tejido adiposo durante la obesidad y contribuyen a la 
amplificación de la inflamación. Los datos de la literatura muestran que las células que se 
infiltran en el tejido adiposo producen gran cantidad de citoquinas Th1, tales como TNF-α, 
IL-1β, IFN-γ, IL-6 además de leptina, que son responsables de la inflamación crónica y la 
resistencia a la insulina que acompaña a la obesidad (Cipolletta et al. 2012, Procaccini et al. 
2013).  
La obesidad se acompaña de una inflamación crónica de bajo grado que se 
caracteriza por elevaciones crónicas de citoquinas y adipoquinas inflamatorias en la 
circulación, como se mencionó anteriormente, y que en algunos casos ha llegado a ser 
considerado una causalidad más que una casualidad del desarrollo de esta enfermedad 
(Sanz et al., 2010; Glass and Olefsky, 2012). A nivel del TA, las vías inflamatorias son 
inducidas debido en parte a los cambios cuantitativos y fenotípicos dinámicos en los 
leucocitos del tejido, principalmente macrófagos (Glass and Olefsky, 2012; Cho et al., 2014; 
Cho, Morris, and Lumeng 2014; Mraz and Haluzik 2014). Según Weisberg et al., en modelos 
murinos de obesidad, el contenido de macrófagos podría aumentar hasta aproximadamente 
50% del total de células no-adiposas (Weisberg et al., 2003). Los macrófagos infiltrados en el 
tejido adiposo blanco son la principal fuente de citoquinas como TNF-α o IL-6 (Antuna-
Puente et al. 2008). 
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Figura 1| Modulación fenotípica del tejido adiposo. El tejido adiposo puede ser descrito por al menos 
tres Clasificaciones funcionales: magra con función metabólica normal, obeso con disfunción metabólica 
leve y obeso con Disfunción metabólica. Los cambios cualitativos en el tejido adiposo en expansión pueden 
promover el Fenotipo metabólicamente disfuncional. Los macrófagos en tejido adiposo magro expresan 
marcadores de un Macrófago M2 o activados alternativamente, mientras que la obesidad conduce al 
reclutamiento y acumulación de Macrófagos M1 o activados clásicamente, así como células T, En el tejido 
adiposo. Las adipoquinas anti-inflamatorias, incluyendo la adiponectina y la proteına 5 relacionada con 
frizzled secretada (SFRP5), son preferentemente producidas por el tejido adiposo magro. En los estados de 
obesidad, el tejido adiposo genera grandes cantidades de adipoquina pro-inflamatorias, Incluyendo leptina, 
resistina, proteína 4 de unión al retinol (RBP4), lipocalina 2, proteína similar a la angiopoyetina 2 
(ANGPTL2), Factor de necrosis tumoral (TNF), interleucina-6 (IL-6), interleucina-18 (IL-18), proteína 
quimiotrayente de monocitos (MCP-1), quimioquina con motivo CXC 5 (CXCL5) y Nicotinamida 
Introducción
17
Las principales Adipocitoquinas involucradas en la meta-inflamación se describen a 
continuación:  
TNF-α:
El factor de necrosis tumoral es una glicoproteína de 185-aminoácidos que fue 
descrito inicialmente por su capacidad para inducir la necrosis en ciertos tumores (Carswell 
et al., 1975). Estimula la fase aguda de la respuesta inmune. Esta citoquina es un pirógeno 
potente, uno de los primeros en ser liberados en respuesta a un patógeno, y es capaz de 
ejercer sus efectos en muchos órganos (Beutler, 1999). Como tal, el TNF-α es una de las 
principales citocinas responsables de shock séptico. En el hipotálamo, el TNF-α estimula la 
liberación de hormona liberadora de corticotropina, suprime el apetito, e induce fiebre. En 
el hígado, estimula la respuesta inflamatoria aguda mediante la elevación de la síntesis de 
la proteína C reactiva y de otros mediadores. El TNF-α induce la vasodilatación y la pérdida 
de la permeabilidad vascular, que es propicio para la infiltración de linfocitos, neutrófilos, 
y monocitos. Esto ayuda a reclutar estas células al sitio de la inflamación mediante la 
regulación de la liberación de quimioquinas. TNF-α, en concierto con IL-17, desencadena la 
expresión de quimioquinas que atraen neutrófilos, como CXCL1, CXCL2, y CXCL5 (Griffin 
et al., 2012) y también puede aumentar la expresión de moléculas de adhesión celular  que 
facilitan la diapédesis (Vieira et al., 2009).  Al ser un inductor de la respuesta inflamatoria, 
se han encontrado que cantidades en exceso de TNF-α desempeñan papeles patológicos en 
enfermedades tales como, artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal, asma, 
cáncer, enfermedades infecciosas y enfermedades inmuno-metabólicas como la 
obesidad. En este sentido, el TNF-α es el principal responsable de la resistencia a la insulina 
asociada a la obesidad, debido a que bloquea la señalización del receptor de insulina (RI),  
induce un aumento de MCP-1 y posterior reclutamiento de macrófagos al tejido adiposo y 
favorece la polarización de Macrófagos M2 a M1 característico de la obesidad (Tzanavari et 
al., 2010). 
IL-6:
 La interleuquina 6 (IL-6) es una citoquina pleiotrópica que tiene funciones tanto pro- 
como anti-inflamatorias y afecta a los procesos que van desde la inmunidad a la reparación 
de tejidos y el metabolismo. Promueve la diferenciación de las células B en células 
plasmáticas, activa las células T citotóxicas, y regula la homeostasis ósea. Al igual que otras 
citoquinas pro-inflamatorias, la IL-6 se ha implicado en la enfermedad de Crohn y la artritis 
reumatoide (Nishimoto and Kishimoto 2004). Similar a TNF-α e IL-1β, IL-6 es un pirógeno 
endógeno que promueve la fiebre y la producción de proteínas de fase aguda del 
hígado. Propiedades pro-inflamatorias son provocados cuando IL-6 actúa mediante 
señales-trans a través del receptor soluble de IL-6 que se une a la proteína gp130, que es 
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ubicua en casi todas las células. La inhibición de la señalización trans-gp130 en modelos de 
sepsis murinos rescata a los ratones de la inflamación generalizada y la muerte (Barkhausen 
et al., 2011). La señalización trans está asociada con efectos pro-inflamatorios, mediante esta 
señalización IL-6 recluta  monocitos al sitio de inflamación (Hurst et al., 2001), promueve el 
mantenimiento de las células Th17, e inhibe la apoptosis de las células T y el desarrollo de 
células T reguladoras (Scheller et al., 2011). En contraste, las propiedades anti-inflamatorias 
son provocadas cuando las señales son a través de la vía clásica, que se produce a través del 
receptor de IL-6 que sólo pocas células expresan. Las propiedades anti-inflamatorias de IL-
6 se ilustran bien en  ratones knockout para IL-6 (IL-6 - / -), que presentan hepatoesteatosis, 
resistencia a la insulina, e inflamación del hígado (Matthews et al., 2010). La IL-6 es 
principalmente producida por el tejido adiposo visceral y sus niveles están aumentada en 
individuos obesos, el tejido adiposo es una fuente importante de IL-6 y la expansión de este 
tejido en la obesidad puede contribuir con altos niveles de IL-6 en la circulación. Se informó 
por dos estudios diferentes que niveles de IL-6 en plasma (Kern et al., 2001) y el tejido 
adiposo (Bastard et al., 2000) se correlacionaba mejor que con niveles de TNF-α, en obesidad 
y resistencia a la insulina. En general, el papel de la IL-6 en la sensibilidad a la insulina y la 
homeostasis de la glucosa sigue siendo controvertida, y se especula que las perturbaciones 
asociadas a la obesidad de la IL-6 y su receptor probablemente tienen diversos efectos según 
la vía de señalización y los diferentes tejidos y órganos sobre los cuales actúa (Bastard et al., 
2007). 
IL-10:  
La inflamación está estrechamente regulada por varios inhibidores y 
antagonistas. IL-10 es una citoquina de 35 kD identificada en 1989, y es producido por 
macrófagos activados, células B y células T (Mosser and Zhang, 2008). Sus actividades 
principales se refieren a la supresión de la activación de macrófagos y la producción de TNF-
α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12 y GM-CSF (Fiorentino et al., 1991). IL-10 suprime la expresión de 
MHC-II en macrófagos activados y por tanto es un potente inhibidor de la presentación de 
antígenos (Chadban et al., 1998). De particular interés, se conoce que la IL-10 inhibe la 
producción de IFN-γ por las células Th1 y NK, e induce el crecimiento, la diferenciación, y 
la secreción de IgG por células B (Defrance et al., 1992; Rousset et al., 1992). Los macrófagos 
también se ven afectados por la IL-10 en que la exposición a esta citoquina disminuye su 
actividad microbicida y disminuye su capacidad de respuesta a IFN-γ (Cunha et al., 1992; 
Oswald et al., 1992). Los experimentos en modelos murinos han demostrado que el bloqueo 
o neutralización de IL-10 conduce a mayores niveles de TNF-α e IL-6; por el contrario, la IL-
10 exógena mejora la supervivencia y reduce los niveles de citoquinas inflamatorias 
(Varzaneh et al., 2014). Se ha observado que la reducción de los niveles de IL-10 favorecen 
el desarrollo de patologías tales como enfermedad inflamatoria del intestino (Varzaneh et 
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al., 2014), síndrome metabólico y diabetes tipo 2. La IL-10 se asocia positivamente con la 
sensibilidad a la insulina, auqnue el mecanismo de acción es desconocido, y negativamente 
al índice de masa corporal (IMC) y el porcentaje de masa grasa (PMG) (Blüher et al., 2005). 
IL-10 Recombinante ha sido realmente eficaz en el tratamiento de algunas de estas 
enfermedades (Nakata et al., 2016). 
MCP-1:  
 1989 fue testigo del nacimiento de MCP-1 (MCP-1) a la luz de la investigación 
científica en el Instituto Nacional del Cáncer, Maryland, EE.UU (Matsushima et al., 1989). y 
se encontró que consta de 76 aminoácidos y cuatro residuos de cisteína (Robinson et al., 
1989). Debido a su alta abundancia y producción ubicua, MCP-1 es la primera quemoquina 
descubierta y la más ampliamente estudiada, se caracteriza por la posición conservada de 
cuatro residuos de cisteína (con la primera de dos adyacentes entre sí) que forman un puente 
disulfuro intra-molecular para estabilizar el péptido (Van Coillie et al., 1999). Por lo tanto, 
esta proteína también se conoce como quimiocina (CC motivo) ligando 2 (CCL2). El receptor 
principal utilizado por MCP-1 es CCR2, que consiste en dos isoformas, CRR2A y CCR2B, 
derivadas de un único gen, mediante corte y empalme alternativo, y difieren en sus colas 
carboxilo terminal (Charo et al., 1994). La señalización de MCP-1 tiene un papel directo en 
el desarrollo de la obesidad. Por ejemplo, Younce et al. reportaron que la proteína inducida 
por MCP-1 (MCPIP, una proteína de dedos de cinc) induce adipogénesis en células 3T3-L1 
(Younce et al., 2009). Además, ratones con deficiencia de CCR2 habían atenuado la 
deposición de grasa visceral y la resistencia a la insulina cuando fueron estimulados con 
una dieta alta en grasas (Weisberg et al., 2006). Por otro lado, MCP-1 tiene efecto angiogénico 
en las células endoteliales (Salcedo et al., 2000), y por lo tanto puede contribuir a la 
expansión y remodelación del tejido adiposo. Finalmente, se encontró que la expresión de 
MCP-1 es mayor en la grasa omental que en la grasa subcutánea en pacientes con obesidad 
severa, lo que fue acompañado por una infiltración elevada de macrófagos en el tejido 
adiposo (Harman-Boehm et al., 2007).
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El vínculo entre la inmunidad y la nutrición: El concepto de 
 Desde el descubrimiento de la adipsina en 1987 (Cook et al., 1987), la leptina en 1994 
(Zhang et al., 1994), y la adiponectina en 1995 (Scherer et al., 1995) se han descubierto más 
de 600 adipoquinas, lo que cambio el concepto del TA, pasando de un mero depósito de 
grasa al de un potente órgano endócrino (Lehr et al., 2012). En la actualidad, representa un 
tema candente de investigación la búsqueda de nuevas adipoquinas (Blüher, 2014; 
Fasshauer and Blüher, 2015). Algunas de las adipoquinas más estudiadas incluyen leptina, 
adiponectina, resistina, visfatina, activador de plasminógeno inhibidor-1 (PAI-1), factor 
tisular (TF), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), factor de crecimiento transformante 
beta (TGF-β), proteína quimioatrayente de monocitos -1 (MCP-1), interleucina 6 (IL-6), 
interleucina 8 (IL-8) e interleuquina 10 (Blüher, 2012a), involucradas en la regulación de 
procesos que incluyen el metabolismo, la inflamación y la respuesta inmune. Los niveles de 
estas moléculas están alterados en individuos malnutridos (obesidad y desnutrición) en 
comparación con individuos normopeso, esto inclina la balanza y predispone a una mayor 
susceptibilidad a infecciones, y una inflamación sistémica global asociada con el desarrollo 
de obesidad y sus comorbilidades (Fantuzzi 2005; Hajer, Haeften, and Visseren 2008; 
Wolowczuk et al. 2008). 
El tejido adiposo se encuentra distribuido en todo el cuerpo y en asociación con 
múltiples órganos vitales, incluyendo el corazón, los riñones, la médula ósea, los pulmones 
y la adventicia de los vasos sanguíneos. De esta manera las adipoquinas impactan en el 
funcionamiento de estos órganos y son relevantes en el estado de salud general de un 
individuo. Se ha demostrado que cambios en las dietas alteran el perfil de adipoquinas, por 
ejemplo, dietas con alto contenido calórico pueden promover el desarrollo de un estado pro-
inflamatorio local del tejido adiposo (Chatterjee et al. 2009) con aumento de triglicéridos, 
colesterol y leptina, que luego repercute a nivel sistémico (Takaoka et al. 2009). A su vez, la 
secreción de adiponectina, leptina y ácidos grasos, está regulada por el ayuno, éste aumenta 
la lipólisis del tejido adiposo y la liberación de ácidos grasos no esterificados (NEFA), 
disminuye de forma aguda la leptina circulante (Boden et al. 1996), mientras que tiende a 
aumentar la adiponectina (Halberg et al. 2005). Es por esto que se le atribuye al TA un papel 
clave en la integración de la homeostasis sistémica, mediada por su capacidad de secretar 
adipoquinas en respuesta a diferentes estímulos presentes en la dieta. (Ouchi et al. 2011). 
Con la aparición de la obesidad se observan cambios en la composición celular, fenotípica y 
localización de este tejido, que involucra a células inmunes, vasculares y estructurales 
(Samaras et al. 2010; Esteve Ràfols 2014). Esto lleva a un perfil de adipoquinas desregulado 
(Blüher, 2009) lo que contribuye a la desregulación del apetito, la saciedad, la distribución 
de grasa, la secreción y sensibilidad a la insulina, el gasto energético, la respuesta inmune, 
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el metabolismo de azúcares y grasas, la sensibilidad a la insulina y la adipogénesis entre 
otros procesos biológicos  (Catalán et al. 2009; Roth et al., 2011; Matthias Blüher 2012; 
Matthias Blüher 2014). Por todo lo mencionado anteriormente, consideramos que la 
regulación correcta del perfil de adipoquinas podría ofrecer nuevas alternativas para el 
futuro tratamiento de enfermedades relacionadas con la dieta como la obesidad y sus 
trastornos asociados. 
Figura 2| El tejido adiposo a través de las adipoquinas regula importantes procesos fisiológicos. Los 
factores secretados por el tejido adiposo impactan en diferentes órganos y desempeñan un papel 
importante en la regulación del apetito y la saciedad, el gasto energético, la sensibilidad a la insulina 
y la secreción de insulina, la inflamación, la presión arterial, Hemostasia, función endotelial entre 
otros.
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El camino de la leptina desde su descubrimiento a la aplicación clínica en pacientes 
con deficiencia congénita (Farooqi et al., 1999) puede servir como el primer ejemplo de éxito 
de la investigación traslacional de adipoquinas, donde la regulación del perfil de 
adipoquinas puede representar una nueva estrategia prometedora en casos de malnutrición.  
La leptina es una proteína multifuncional de 16 kDa secretada principalmente por 
los adipocitos y fundamental en la regulación del balance energético. Aunque el papel más 
importante de la leptina es el de regular el peso corporal a través de la inhibición de la 
ingesta de alimentos y la estimulación del gasto energético en el hipotálamo, la bibliografía 
indica que es mucho más que un simple sensor de grasa corporal. La secreción de leptina es 
proporcional a la cantidad de TA, al índice de masa corporal (IMC) y a algunos marcadores 
inflamatorios como el TNFα (Mantzoros et al. 1997; van Dielen et al. 2001). Los niveles de 
leptina aumentan con la ingesta de energía y disminuyen rápidamente con el ayuno, no 
obstante, en la secreción de leptina influyen toda una serie de factores como la insulina, los 
glucocorticoides, los estrógenos, andrógenos, ácidos grasos, los agonistas del receptor 
activador de la proliferación de peroxisomas (PPAR-γ), entre otros. Esta hormona se ha 
considerado como el prototipo de adipoquina (Sahin-Efe et al., 2012) y afecta a varios 
procesos fisiológicos como la saciedad, el apetito, la ingesta de alimentos, la función 
reproductiva, la regulación de la actividad y el gasto de 
energía, principalmente . Originalmente, la leptina fue vista como un agente terapéutico 
potencial “anti-obesidad” y fue desarrollado principalmente con el objetivo de reducir la 
masa de grasa corporal en la obesidad (Farooqi et al., 1999). En ratones (Halaas et al., 1995)
y en seres humanos (Farooqi et al., 2002) con deficiencia de leptina heredada genéticamente, 
la leptina se ha demostrado como un fármaco eficaz para la pérdida de peso, pero en 
pacientes o roedores con obesidad inducida por dietas hipercalóricas, que representan la 
mayoría de los casos de obesidad hoy en día, la leptina casi no tiene efectos sobre la pérdida 
de peso debido a la resistencia a la leptina que desarrollan estos individuos  (Mantzoros et 
al. 2011; Dardeno et al. 2010).  La falta de eficacia de la leptina en la obesidad inducida por 
la dieta es debido al desarrollo de resistencia central a la misma (hipotálamo) o tolerancia 
en paralelo con el aumento de los niveles circulantes de leptina sobre durante y antes del 
desarrollo de la obesidad conocido como estado de hiperleptinemia (Vasselli et al. 2013; 
Zhou and Rui 2013).  
  En la actualidad no existen fármacos eficientes en la regulación de los niveles de 
leptina sin efectos adversos, con lo cual las nuevas estrategias orientadas a regular el perfil 
de adipoquinas sin impacto negativo sobre la salud son muy atractivos.
Leptina, la adipoquina modelo
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Una vez que la leptina es secretada por el tejido adiposo al torrente sanguíneo, debe 
llegar a sus órganos blanco y ser reconocida por los receptores de la superficie celular. Los 
receptores encargados de reconocer la leptina  fueron caracterizados por primera vez por 
Tartaglia y colaboradores (Tartaglia et al., 1995), y descriptos como receptores 
pertenecientes a la familia de citoquinas de clase I con un sólo dominio transmembrana. A 
la fecha, se han detectado receptores para leptina (Ob-R) en casi todos los tejidos y se han 
descripto seis isoformas que provienen del mismo gen, pero sufren un corte y empalme 
alternativo para dar origen a cada una de ellas (Hoggard et al. 1997). Estas isoformas se 
pueden agrupar según su longitud en tres grupos: la forma larga (OB-Rb), las formas cortas 
(OB-Ra, c, d, f) y la soluble (OB-Re). La forma larga, con dominio extracelular, 
transmembrana e intracelular, tiene la capacidad de traducir señales y se expresa 
principalmente en el hipotálamo, en donde la leptina ejerce su acción central como inductora 
de saciedad y reguladora del peso corporal. Las formas cortas del receptor, son de menor 
talla ya que carecen del dominio intracelular, estas se localizan en el hipotálamo y en tejidos 
como pulmones, riñones y cerebro, entre otros y si bien son capaces de activar cascadas de 
señalización, su función primordial es la internalización y degradación de la leptina (Uotani 
et al., 1999). Por último, La forma soluble del receptor que carece de dominios intracelular 
y transmembrana, tiene una gran afinidad por la leptina y se piensa que regula las 
concentraciones plasmáticas de la misma (Chan et al., 2002). Sin embargo, los receptores 
cortos y solubles al ser expresados en distintos tejidos al hipotálamo pueden estar 
relacionados con eventos independientes del consumo de alimento, pues la leptina se ha 
visto también involucrada en el control del ritmo circadiano (ciclo de aproximadamente 24 
horas que regula el proceso del hambre y del sueño), maduración sexual, función renal y 
cardiovascular, formación de hueso, estimulación hematopoyética y actividad fagocítica de 
macrófagos, entre otras (Wauters et al., 2000).  
Además de la posible terapia farmacológica, es también importante estudiar la 
influencia de la dieta sobre la acción de la leptina y su receptor como posible prevención a 
la resistencia a la leptina. Así, las dietas crónicas, altas en lípidos pueden tener consecuencias 
como el desarrollo de obesidad, hiperleptinemia y resistencia a la leptina. Esto se explica 
por una menor concentración de la expresión de receptores de leptina en el hipotálamo de 
animales consumiendo dietas con alto contenido de grasa (Cheng et al., 2015). 
Ob-R, El receptor de leptina
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 El descubrimiento de la leptina ha establecido un enlace entre el estado nutricional, 
el metabolismo y la respuesta inmune (Matarese et al., 2005; Matarese et al., 2012). A pesar 
de su principal función (regular el peso corporal), la leptina tiene un importante efecto sobre 
la inmunidad innata y adaptativa (Matarese et al., 2005).  La leptina tiene un papel directo 
y específico en el sistema inmunológico, el control del equilibrio entre la activación inmune 
y auto -tolerancia. En la inmunidad innata, modula la actividad y la función de los 
neutrófilos, la fagocitosis por los monocitos/macrófagos y la actividad citotóxica de las 
células NK (Mancuso et al., 2002; Tian et al., 2002). Además, la leptina mejora la secreción 
de moléculas pro-inflamatorias de fase aguda, la expresión de moléculas de adhesión, así 
como la secreción de perforina y de IL-2 (Zhao et al., 2003). En la inmunidad adaptativa, la 
leptina afecta el desarrollo de las células T del timo; donde aumenta la proliferación de 
células T naïve y la secreción de IL-2 y promueve, en las células T de memoria, el interruptor 
hacia una respuesta inmune Th1/Th17 (Howard et al., 1999; Martín-Romero et al., 2000; Reis 
et al., 2015). Ratones deficientes en leptina (ob/ob) o su receptor (db/db) tienen varias 
alteraciones inmunes, tales como atrofia del timo, órganos linfoides más pequeños y 
disminución de la producción de IL-2 e IFN-γ. Por otra parte,  ratones ob/ob  han reducido 
la secreción de citocinas Th1 y aumentado la producción de citoquinas de tipo Th2, 
incluyendo IL-4 e IL-10; como resultado, son resistentes a la inducción de varias 
enfermedades autoinmunes, como la artritis inducida por antígeno (AIA), encefalomielitis 
autoinmune experimental (EAE) y la hepatitis inducida experimentalmente (EIH) (Matarese 
et al. 2001; Busso et al., 2002; Siegmund et al. 2002). En los seres humanos mutaciones 
ob/ob  se caracterizan por hiperfagia, obesidad, defectos inmunes y una mayor 
susceptibilidad a las infecciones (Farooqi et al., 2002). Por el contrario, varias condiciones 
inflamatorias crónicas, tales como enfermedad inflamatoria intestinal (EII), diabetes tipo I 
(DT1) y artritis reumatoide (AR) se asocian con aumento de la secreción de leptina (Alastair, 
Emma, and Emma 2011; Sera et al. 2000; Bokarewa et al. 2003). La leptina circulante también 
es capaz de modular la función de las células Treg, a través de la participación de las vías 
metabólicas específicas. De hecho, De Rosa et al. han demostrado que células Treg  secretan 
leptina y expresan altas cantidades de su receptor (Ob-R); mostrando un impacto negativo 
de la leptina en la proliferación de este subconjunto de células (De Rosa et al., 2007). Los 
estudios publicados muestran que la obesidad inducida por la dieta está asociado con un 
aumento de tejido adiposo asociado a una infiltración de células inmunes (como se describió 
anteriormente) y una reducción progresiva de células Treg en el TA (Feuerer et al., 2009). 
La leptina un vínculo clave entre la nutrición y la respuesta inmune
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 Entre los factores relacionados con la dieta, los ácidos grasos, proteínas y 
carbohidratos han demostrado que influyen en la concentración de leptina (Cha and Jones 
1998, Kratz et al. 2002, Weigle et al. 2005).  
  En conjunto, estas líneas de evidencia apoyan la hipótesis de que el tejido adiposo, 
utilizando las adipoquinas como mediadores, afecta a la capacidad de las células 
inmunitarias para responder a estímulos propios o extraños, lo que refleja una función 
regulatoria sobre el metabolismo y la tolerancia inmune. 
La relación entre la dieta, la microbiota y la inmunidad es compleja y existe 
considerable evidencia en la literatura sobre los efectos de la malnutrición sobre la 
microbiota y las alteraciones inmunológicas durante toda la vida. Para entender la 
importancia de la microbiota intestinal en la malnutricion, es crucial entender cómo los 
microorganismos del intestino interactúan con el huésped y participan en la respuesta 
metabólica a la dieta (Delzenne and Cani, 2011).  
 La maduración del sistema inmune requiere factores específicos como la exposición 
a moléculas derivadas de alimentos y microbios. La malnutrición afecta estos procesos, lo 
que hace que un individuo sea más susceptible a enfermedades infecciosas; o bien el otro 
extremo, donde el exceso de nutrientes y el consumo excesivo de alimentos densos en 
energía lleva a respuestas inmunes desequilibradas y un estado inflamatorio crónico que se 
asocia con la obesidad (Ojeda et al., 2015).  
 Tomados en conjunto, estos datos revelan la importancia de mantener un equilibrio 
nutricional para una respuesta inmune óptima. Además, por otro lado, apoyan la utilización 
de estrategias nutricionales con la suplementación de probióticos y prebióticos, los cuales 
pueden impactar sobre la microbiota intestinal, el sistema inmune y proporcionar una 
nueva herramienta para reestablecer las alteraciones metabólicas inducidas por la 
malnutrición.  
Dieta y Microbiota: Inmunidad y Metabolismo 
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Figura 3| Cambios inducidos por una dieta alta en grasas, que van desde, La alteración de la microbiota 
intestinal (aumento de Proteobacterias, Firmicutes y reducción de Bacteroidetes), la alteración de la barrera 
intestinal con translocación de metabolitos microbianos y activación del sistema inmune, infiltración de 
macrófagos en diferentes órganos (inflamación local), con producción de mediadores inflamatorios que son 
liberados y contribuyen con la activación de más células inmunes, inflamación sistémica, resistencia a la 
insulina, resistencia a leptina, expansión del tejido adiposo y finalmente el desarrollo de enfermedades 
metabólicas como la obesidad o el síndrome metabólico. 
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 La comunidad microbiana intestinal, conocida comúnmente como microbiota 
intestinal (MI), y los genes comprendidos por la misma, conocido como microbioma, son 
complejos y se componen de diferentes tipos de microorganismos, desde virus hasta células 
eucariotas, donde encontramos a más de 1.000 especies bacterianas diferentes entre 
diferentes individuos (Qin et al., 2010). Esta microbiota es diversa e impacta sobre la 
fisiología y la salud humana (Palm, de Zoete, and Flavell 2015). Algunas de las funciones de 
la MI comprenden: la eficiencia digestiva, la extracción de energía, el tránsito intestinal, la 
síntesis de péptidos endócrinos y la madurez del sistema inmune del hospedador (Koppel 
and Balskus, 2016; Rooks and Garrett, 2016).  
Los microorganismos comensales que constituyen la MI, están adaptados de forma 
única para la extracción de nutrientes luminales (Damms-Machado et al., 2015), con la 
presencia de enzimas que degradan carbohidratos y conducen a la producción de nutrientes 
importantes, tales como ácidos grasos de cadena corta (AGCC), (acetato, propionato y 
butirato), (Ganapathy et al., 2013), biohidrogenación con producción de ácido linoleico 
conjugado (CLA) (Devillard et al., 2007),  vitaminas (vitamina K, vitamina B12 y ácido fólico) 
(LeBlanc et al., 2013), ácidos y aminoácidos que los seres humanos no pueden producir por 
ellos mismos y que impactan sobre la salud del huésped. Además, la MI contribuye en el 
desarrollo, maduración y mantenimiento de las funciones motoras, la barrera intestinal y el 
sistema inmune de la mucosa (Sekirov et al. 2010; Aziz et al. 2013).  
En cuanto al efecto protector de la MI, dos factores distintos contribuyen al mismo. 
En primer lugar, muchos patógenos bacterianos intestinales están mal adaptados para 
competir con microorganismos comensales por nutrientes de la dieta, lo que restringe su 
colonización luminal (Stecher et al., 2005). En segundo lugar, los microorganismos 
simbióticos estimulan la respuesta inmune contra los patógenos. Por ejemplo, la invasión y 
diseminación de Salmonella enterica subsp. Enterica serovar Typhimurium están limitadas por 
las respuestas inmunes inducidas por la estimulación de microorganismos comensales 
sobre los receptores epiteliales Toll-like (TLRs) (Vaishnava et al., 2008). Cuando esta relación 
simbiótica entre las bacterias comensales y el hospedador se rompe, se pasa a un estado 
donde algunos miembros específicos de la microbiota pasan del mutualismo a la 
patogenicidad (disbiosis) lo que puede contribuir al desarrollo o mantenimiento de 
enfermedades como la obesidad o diabetes tipo II (Delzenne et al. 2015). Este fenómeno es 
el que se ha reportado en estas enfermedades, donde se observa un aumento de los filos 
Firmicutes y Proteobacterias y una reducción de Bacteroidetes, demostrando la causalidad del 
aumento de la adiposidad y las alteraciones metabólicas (Carding et al. 2015).   
Está bien establecido que la microbiota intestinal juega un papel crítico en el 
desarrollo y la función gastrointestinal, la regulación de las respuestas inflamatorias y la 
La microbiota intestinal, el superorganismo (una alternativa viable)
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homeostasis inmune (Cebra 1999; Bäckhed et al. 2005). Numerosa evidencia indica que la 
microbiota actúa como un órgano metabólicamente activo, capaz de interactuar con varios 
sistemas del hospedador más allá del tracto gastrointestinal, incluyendo el cerebro, el tracto 
genitourinario y las vías respiratorias (Bravo et al., 2012). La investigación actual sugiere 
que la microbiota intestinal es capaz de influir en la acumulación de grasa y el metabolismo 
(Hooper, Midtvedt, and Gordon 2002; Velagapudi et al. 2010),  lo cual la posiciona como un 
objetivo clave en la lucha contra la obesidad junto con la dieta, el ejercicio y otras 
intervenciones. Las interrupciones en la programación inicial de la microbiota intestinal o 
alteraciones de la microbiota en sujetos adultos pueden contribuir al desarrollo de la 
obesidad y la diabetes tipo 2. Los mecanismos propuestos incluyen efectos sobre la saciedad 
a base de hormonas, la extracción de energía, la regulación del apetito y la endotoxemia 
metabólica inducida por LPS (Cani et al., 2007a).  
La microbiota es moldeada por varios factores como la edad, el tipo de parto, el 
estrés, el uso de antibióticos, la genética del hospedador, la dieta y el sistema inmune 
(Rodríguez et al., 2015). Dentro de estos factores podríamos decir que los más relevantes son 
los de exposición directa y continua, como la dieta, el sistema inmune y la genética. Si 
tenemos en cuenta que los dos últimos (sistema inmune y genética) están definidos en un 
individuo, la dieta es el más fácil de modificar y representa la ruta más sencilla para la 
modificación de nuestra MI (Moschen et al., 2012). Por otro lado, una MI anormal y 
deteriorada ha sido identificada recientemente en muchas enfermedades diversas como, 
enfermedades inflamatorias del intestino, cáncer colorrectal, síndrome metabólico,  
enfermedad del hígado graso no alcohólico, obesidad, muchas de ellas inducidas por la 
dieta (DuPont and DuPont, 2011; Ojeda et al., 2015a; Ussar et al., 2015; Wu et al., 2015). 
De esta manera, la dieta representa un factor clave en la modulación de la MI, no 
solo impacta sobre la estructura de la MI, sino que también afecta su comportamiento y 
metabolismo, modulando su capacidad para asimilar nutrientes, o producir ciertos 
metabolitos (Moschen et al., 2012). Debido a la evolución de las técnicas de secuenciación, 
se ha evidenciado cómo ciertos factores dietéticos afectan el microbioma. Una de las 
preguntas clave y central es cómo la dieta puede afectar la composición de la MI. En este 
sentido varios autores han contribuido a clarificar estos temas. Hildebrandt et al. 
(Hildebrandt et al., 2009) presentaron datos de cómo una dieta alta en grasas podría afectar 
la composición de la MI murina, incluso independientemente de la obesidad. Los autores 
encontraron cambios sustanciales en el microbioma intestinal cuando se cambia a una dieta 
alta en grasas, observando una disminución de Bacteroidetes y un aumento de Firmicutes y
Proteobacteria. Turnbaugh et al. (Turnbaugh et al., 2009a) presentaron un estudio más en esta 
Microbiota, Malnutrición y disbiosis    
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dirección. Trasplantaron comunidades microbianas fecales humanas frescas o congeladas 
en ratones C57BL/6J libres de gérmenes. Curiosamente, estos ratones “humanizados” 
estaban establemente colonizados y reproducían gran parte de la diversidad bacteriana del 
donante. Un cambio en la dieta (es decir, a partir de una dieta con bajo contenido de grasa 
y polisacáridos vegetales hacia una dieta con alto contenido de grasas y azúcares) cambió la 
estructura de la microbiota incluso en un solo día, altero vías metabólicas y afectó la 
expresión génica del microbioma. Estos ratones “humanizados” mostraron un aumento de 
la adiposidad y este rasgo también fue transmisible a través del trasplante de la microbiota. 
Por lo tanto, ambos estudios muestran claramente que la dieta afecta críticamente el 
microbioma intestinal y la estructura de la MI, que los cambios se producen rápidamente, 
incluso dentro de un mismo día y que la adiposidad es transmisible por el trasplante de 
heces. 
 Probablemente el estudio clínico más importante en la investigación de la 
interacción entre la dieta y la MI vino de Wu et al. (Wu et al., 2011). En este estudio, se evaluó 
la microbiota por pirosecuenciación de segmentos del gen 16S rDNA en 98 sujetos 
sometidos a diferentes dietas. Las dietas a largo plazo fueron capaces de influir y afectar la 
estructura de la MI. Filos asociados positivamente con la fibra eran Bacteroidetes y 
Actinobacteria, mientras que Firmicutes y Proteobacteria mostraron la asociación opuesta. Es 
importante mencionar, sin embargo, que una dieta a corto plazo más de 24 horas, ya sea con 
alto contenido de grasa/baja en fibra o baja en grasa/alto contenido de fibra afecta la 
microbiota, aunque de manera moderada. Finalmente, Las comparaciones de la microbiota 
intestinal distal de ratones genéticamente obesos y sus compañeros de camada magras, así 
como los de voluntarios humanos obesos y delgados han revelado que la obesidad se asocia 
con cambios en la abundancia relativa de las dos divisiones bacterianas dominantes, 
Bacteroidetes y Firmicutes. Se ha demostrado a través de metagenómica y análisis bioquímicos 
que estos cambios afectan el potencial metabólico de la microbiota intestinal del ratón 
(Turnbaugh et al., 2006). Estos resultados indican que el “microbioma obeso” tiene una 
mayor capacidad para captar energía de la dieta. Por otra parte, este rasgo es transmisible: 
la colonización de ratones libres de gérmenes con “microbiota obesa” dio como resultado 
un aumento significativamente mayor de grasa corporal total que la colonización con una 
“microbiota magra”. Estos resultados identifican la microbiota intestinal como un factor 
adicional que contribuye a la fisiopatología de la obesidad. 
Con respecto a la RC, Machado et al. (Damms-Machado et al., 2015) presentaron un 
estudio de dos intervenciones restrictivas como la gastrectomía en manga (GM) y una RC 
con muy bajas calorías (800 Kcal/día, 60% de RC), demostrando el impacto de la RC sobre 
la MI. Ambas intervenciones produjeron cambios en la relación Firmicutes:Bacteroidetes, pero 
con una relación inversa entre los filos. Mientras la GM resultó en un incremento de 
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Bacteroidetes y una disminución de la abundancia de Firmicutes, la intervención de la dieta 
resultó en reducción de Bacteroidetes en favor de Firmicutes. En el grupo GM, el número de 
Bacteroidetes mostró una correlación negativa con el peso corporal, mientras que los 
Firmicutes se correlacionaron positivamente. Por el contrario, en el grupo de la dieta RC, el 
peso corporal se correlacionó significativamente positiva con Bacteroidetes e inversamente 
con Firmicutes. La reducción postoperatoria en Firmicutes, seguido de la GM fue causada por 
una disminución de los subgrupos de bacterias pertenecientes a grupos clostridiales IV y 
XIV, que incluyen especies de Clostridium, Eubacterium, Faecalibacterium, Dorea, y 
Coprococcus. En particular, bacterias productoras de butirato, Coprococcus sp. Eubacterium 
rectale, Ruminococcus obeum y Lachnospiraceae, experimentaron un descenso en el período 
postoperatorio. En contraste, se observó un aumento en las especies de Firmicutes específicos 
en el curso del programa de RC. Estos cambios también se referían a cepas bacterianas 
productoras de butirato de, Butyrivibrio fibrisolvens, Clostridium saccharolyticum, Eubacterium 
limosum, y hydrogenotrophica Blautia, pero aquí resulto en un aumento de los microbios. Este 
estudio refleja claramente el impacto de la RC o métodos restrictivos sobre la estructura de 
la MI. 
El impacto de la dieta sobre la composición de la MI y su microbioma abren un 
nuevo campo de investigación, donde las terapias nutricionales que buscan contrarestar las 
aletarciones de la MI inducidas por la dieta cobran una gran relevancia, en este sentido 
debemos acercarnos a la búsqueda de intervenciones nutricionales para manipular especies 
microbianas específicas del intestino. La utilización de probióticos y prebióticos podría 
representar una alternativa viable para combatir las alteraciones inducidas por la 
malnutrición. Con esto se inicia una nueva área de la ciencia clínica con más conocimientos 
que puedan mejorar nuestra comprensión de la biología del intestino, además de redefinir 
nuestra visión actual de muchas enfermedades asociadas al tracto gastrointestinal.
La MI es un factor ambiental que influye en el metabolismo de todo el cuerpo al 
afectar el balance de energía, la función de barrera intestinal, la inflamación, la integración 
de las señales de regulación de consumo de alimentos periférico y central y por lo tanto el 
peso corporal. Los probióticos tienen funciones fisiológicas que contribuyen a la salud de la 
MI y pueden modificarla, con lo cual afectan la ingesta de alimentos, el apetito, el peso 
corporal, la composición y las funciones metabólicas a través de vías gastrointestinales 
(Kobyliak et al., 2016). Las diferencias en la composición de la MI entre los seres humanos 
parecen representar un factor clave que afecta a la homeostasis energética (Ley et al., 2005). 
Tanto en ratones como en seres humanos, dos Filos bacterianos son dominantes en el 
Microorganismos y su Hospedador: el control de la homeostasis 
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intestino, Bacteroidetes Gram-negativas y Firmicutes Gram-positivas (Eckburg et al., 2005). 
Aunque existen pocos datos a nivel de género y especie, los estudios en ratones y en 
humanos han demostrado que la obesidad está asociada con una reducción de la 
abundancia relativa de Bacteroidetes (Armougom et al., 2009; Turnbaugh et al., 2009b), y que 
la “microbiota” obesa tiene diversidad bacteriana más baja que la “microbiota magra” 
(Turnbaugh et al., 2008a; Armougom et al., 2009). En los seres humanos con sobrepeso u 
obesidad, una baja riqueza de genes bacterianos fecales se asocia con mayor adiposidad 
general, dislipidemia, alteración de la homeostasis de la glucosa y una mayor inflamación 
de bajo grado (Cotillard et al., 2013; Le Chatelier et al., 2013). 
Se han propuesto varios mecanismos por los que la MI puede afectar el peso 
corporal. La MI de los sujetos obesos puede ser más eficiente en la extracción de energía de 
una misma dieta que la MI de personas delgadas lo que puede conducir a un mayor 
almacenamiento de energía y adiposidad (Turnbaugh et al., 2006). Bäckhed et al. 
compararon ratones convencionales (con MI) con ratones libres de gérmenes (LG) (sin MI) 
y observaron que ratones LG consumen más energía, pero son significativamente más 
delgados que sus homólogos convencionales que albergan MI normal. Tambien vieron que 
dentro de los 14 días de “convencionalizar” los ratones LG con la MI de ratones 
convencionales y alimentarlos con una dieta baja en grasas y rica en polisacáridos, los 
ratones LG convencionalizados acumulaban un 60% más de adiposidad y se volvían 
resistentes a la insulina, a pesar de una ingesta de alimentos reducida  (Bäckhed et al., 2004).
Por otra parte, en contraste con los ratones convencionales, los ratones LG alimentados con 
una dieta rica en grasas y rica en azúcar, “dieta occidental” no pudieron desarrollar 
obesidad o resistencia a la insulina (Bäckhed et al., 2007), apoyando así un papel esencial 
para la MI en el desarrollo de la obesidad inducida por la dieta. Finalmente, Jumpertz et al. 
reportaron que un aumento del 20% en Firmicutes intestinales y una disminución del 20% 
en Bacteroidetes se asoció con un aumento de ~ 150 kcal en la obtención de energía por el 
anfitrión, lo que representa otro aporte al posible impacto de la MI en la obtención de 
energía del hospedador (Jumpertz et al., 2011). 
 Otro mecanismo por el que la MI puede modular la ingesta de energía y el 
metabolismo es la producción de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) a partir de 
polisacáridos no digeribles, pero si fermentables, de la dieta. AGCC tales como el acetato, 
butirato y propionato producidos por la función de fermentación bacteriana sirven como 
sustratos de energía, reguladores de la saciedad y la ingesta de alimentos (Shen et al., 2013). 
Mediante la activación de los receptores G acoplados a la proteína GPR41 y GPR43 en las 
células epiteliales intestinales, AGCC estimulan la secreción del péptido YY (PYY) y del 
péptido similar al glucagón 1 (GLP-1). A su vez, estas hormonas pueden suprimir la 
motilidad intestinal y retardar el tránsito intestinal, permitiendo una mayor absorción de 
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nutrientes (Wichmann et al., 2013; Erejuwa et al., 2014). Por otro lado, el butirato y el 
propionato se han reportado por reducir la ingesta de alimentos y proteger contra la 
obesidad y resistencia a la insulina inducida por la dieta en ratones (Lin et al., 2012), una 
mayor riqueza de genes bacterianos se ha asociado con una mayor producción de AGCC 
(Le Chatelier et al., 2013) y bacterias productoras de propionato como Akkermansia 
muciniphila pueden mejorar el perfil metabólico en ratones (Everard et al., 2013), sin 
embargo, el papel de AGCC en la regulación del metabolismo del huésped todavía no se ha 
aclarado por completo.  
Everard et al. demostraron que Akkermansia muciniphila, una bacteria degradante de 
mucina que reside en la capa de mucus y se correlaciona inversamente con el peso corporal 
en roedores y seres humanos, redujo su abundancia en ratones obesos y diabéticos. También 
observaron que la alimentación prebiótica (oligofructosa, 0,3 g por día/ratón) normalizó la 
abundancia de A. muciniphila, lo que se correlaciono con un perfil metabólico mejorado. 
Además, demostraron que el tratamiento con A. muciniphila invierte los trastornos 
metabólicos inducidos por la dieta alta en grasa (DAG), incluyendo el aumento de la masa 
grasa, la endotoxemia metabólica, la inflamación del tejido adiposo, y la resistencia a la 
insulina. La administración de A. muciniphila aumentó los niveles de endocannabinoides 
intestinales que controlan la inflamación, la barrera intestinal y la secreción del péptido 
intestinal GLP-1. Por último, demostraron que todos estos efectos requieren la viabilidad de 
A. muciniphila, ya que el tratamiento con células muertas por calor no mejoró el perfil 
metabólico o el espesor de la capa de mucus (Everard et al., 2013).  
Uno de los vínculos que conecta la MI con las células del hospedador son los 
receptores tipo toll (TLRs). Los TLRs son receptores extracelulares de reconocimiento de 
patrones (PRRs) del sistema inmune innato que reconocen motivos microbianos constantes 
(patrones moleculares asociados a patógenos o PAMPs) en las bacterias, virus y hongos 
(Kumar et al., 2011). El reconocimiento de PAMPs por PRRs desencadena rápidamente 
múltiples respuestas inmunes antimicrobianas a través de la inducción de vías de 
señalización inflamatorias y la transcripción aguas abajo de citoquinas y otros mediadores 
inflamatorios. Dada la magnitud de la MI, no es de extrañar que la detección PAMPs por 
los TLRs en la interface del epitelio luminal es vital para mantener la tolerancia inmune de 
mucosa y la homeostasis intestinal (Cerf-Bensussan and Gaboriau-Routhiau, 2010). En este 
sentido, TLR5 detecta específicamente la flagelina bacteriana y es altamente expresado en la 
mucosa del intestino de ratones (Rhee, 2011). El reconocimiento de flagelina por TLR5 
extracelular induce el factor nuclear de transcripción mediado por -κB (NFκB) de los genes 
de defensa del huésped. Sorprendentemente, ratones deficientes de TLR5 -/- (T5KO) se 
convierten en hiperfágicos y desarrollan obesidad y patologías relacionados al síndrome 
metabólico, incluyendo la hiperlipidemia, la hipertensión y la resistencia a la insulina (Vijay-
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Kumar et al., 2010). La restricción de alimentos impidió la obesidad, pero no la resistencia a 
la insulina en estos ratones, lo que indica que la deficiencia de TLR5 es suficiente para 
provocar resistencia a la insulina en ausencia de obesidad. Cabe destacar que el fenotipo 
T5KO de ratones hiperfágicos/obesos se correlaciona con alteraciones en la composición 
bacteriana del intestino. El análisis UniFrac reveló que la microbiota intestinal de los ratones 
T5KO y de la misma camada de tipo salvaje fueron significativamente diferentes a nivel de 
especie, con 116 filotipos bacterianos de diversos Filos enriquecidos o reducidas en los 
ratones T5KO en relación con los ratones de tipo salvaje. Críticamente, el trasplante de la 
microbiota intestinal de ratones T5KO hacia ratones LG recapitula la hiperfagia, obesidad y 
la desregulación metabólica en los receptores, lo que indica que estas alteraciones 
promueven el fenotipo hiperfágico/obeso y no son más que un epifenómeno. Además, el 
tratamiento antibiótico normalizo la ingesta de alimentos en ratones T5KO a niveles de tipo 
salvaje y mejoro el síndrome metabólico significativamente (Vijay-Kumar et al., 2010). Estas 
observaciones sugieren que la microbiota intestinal regula el comportamiento de ingestión 
de alimentos del hospedador y el desarrollo de la resistencia a la insulina y que a su vez esta 
regulación depende de TLR5, quizás a través de su impacto en la composición de la MI. 
Por último, otros mecanismos que vinculan la MI y el desarrollo de obesidad 
incluyen factores como, el aumento del uso de tratamientos con antibióticos, (Thuny et al., 
2010), la regulación metabólica por la supresión de la proteína quinasa activada por AMP 
(AMPK), la regulación de la absorción de ácidos grasos mediante la supresión del factor 
adiposo inducido por ayuno (FIAF/Angptl4), la regulación transcripcional de la lipogénesis 
hepática, endotoxemia metabólica, bacteriemia metabólica, receptores para dominios de 
oligomerización para la unión a nucleótidos (NODs), translocación bacteriana,  señalización 
de Endocannabinoide (BCE), inflamación estéril, entre otros (Shen et al., 2013). Esto refleja 
la complejidad en la interacción entre la MI y su hospedador. 
Aunque estos estudios son alentadores, numerosos trabajos adicionales son 
necesarios para delinear los mecanismos específicos que contribuyen a este fenotipo. Por 
ejemplo, ¿cuáles son las bacterias y/o los metabolitos que aumentan el gasto energético? 
¿Están los metabolitos del hospedador implicados en este efecto? ¿Cómo los componentes 
de la dieta afectan la expresión de TLRs, y esto a su vez altera la composición de la 
microbiota intestinal y el desarrollo de enfermedades inducidas por la dieta? 
Introducción
34
Las BL, conocidas por formar parte de alimentos funcionales como el Yogurt, Queso, 
Manteca, kéfir, etc, son bacterias gran positivas, no formadoras de esporas, catalasa 
negativas y estrictamente fermentativas de carbohidratos con el ácido láctico como principal 
producto de fermentación, del cual deriva su nombre. Están relacionadas con hábitats ricos 
en nutrientes, tales como varios productos alimenticios (leche, carne, bebidas, vegetales, 
etc.), pero también forman parte de nuestro intestino (MI), boca, y vagina, entre otros, y 
están asociadas con efectos beneficiosos sobre la salud del hospedador (Salminen and 
Wright, 2004).   
Los probióticos, como se conocen por su definición unánime, son microorganismos 
vivos que al ser administrados en concentraciones adecuadas confieren algún beneficio 
sobre la salud del hospedador. Estos han ido evolucionando y en la actualidad son una 
estrategia nutricional interesante para el tratamiento de enfermedades inmuno-metabólicas 
asociadas con la malnutrición. Las propiedades de los probióticos van desde un efecto 
beneficioso general derivado de su consumo, como el mantenimiento de un sistema 
digestivo y un sistema inmune óptimo, a la utilización de cepas especificas con 
características fisiológicas o bioquímicas únicas para tratar una problemática en particular.  
A los múltiples efectos reportados por varios autores sobre el sistema inmune y la 
permeabilidad de membrana intestinal, hay que sumarle la capacidad de regular el peso 
corporal y controlar las alteraciones metabólicas inducidas por la dieta. En particular los 
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium han demostrado mejorar la obesidad, la inflamación 
y las complicaciones metabólicas asociadas a través de varios mecanismos, incluyendo la 
inhibición de la adhesión de patógenos a la mucosa intestinal, la "estabilización" de la MI, 
mejoras en la integridad de la mucosa y la función de barrera comprometidas por 
enfermedad, lesión o estrés, producción de AGCC, vitaminas, CLA, actividad enzimática, 
actividad antioxidante, entre otras (Cani et al., 2007b; Ewaschuk et al., 2007; Amar et al., 
2011; Lakhan and Kirchgessner, 2011; Abeijón Mukdsi et al., 2012a; Moya-Pérez et al., 2015). 
Recientemente, el foco de las investigaciones científicas se ha trasladado de la 
función primordial de los alimentos como fuente de energía y sustancias formadoras del 
cuerpo hacia el placer que generan los alimentos al ingerirlos y a la acción más sutil de los 
componentes de los alimentos biológicamente activos sobre la salud humana (Roberfroid, 
2000; Lillford, 2016). Un alimento funcional es un alimento dado con una función adicional, 
a menudo relacionada con la salud, la promoción o la prevención de enfermedades, 
mediante la adición de nuevos ingredientes o aumento de los ingredientes existentes. La 
mayor parte de los estudios de investigación en el campo de los probioticos son utilizadas 
para la obtención de alimentos funcionales (Minervini and De Angelis, 2016). Ha habido 
una explosión de interés de los consumidores en el papel activo de los alimentos en el 
Bacterias Lácticas (BL), Probióticos y Alimentos funcionales
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bienestar y la prolongación de la vida, así como en la prevención de la iniciación, promoción 
y desarrollo de las enfermedades crónicas (Roberfroid, 2000). Como resultado, un término 
funcional fue propuesto para la nueva comida y entre estos alimentos, los probióticos 
pueden ejercer efectos positivos sobre la composición de la microbiota intestinal y la salud 
en general, con lo cual el consumidor comenzó a elegir estos productos y el mercado está 
aumentando su interés ellos (Siegrist et al., 2008). Un aumento de la demanda de productos 
no lácteos probióticos proviene de vegetarianismo, el contenido de colesterol de la leche, y 
la intolerancia a la lactosa. Por lo tanto, el desarrollo de estos productos es una prioridad 
clave de la investigación para el diseño de alimentos y un desafío para los sectores industrial 
y científica. En este artículo se presenta una visión general del desarrollo de alimentos 
funcionales, con énfasis en alimentos no lácteos que contienen cepas de bacterias 
probióticas. Los factores determinantes clave para la madurez de alimentos funcionales 
incluyen: Un nivel de apoyo del gobierno y la compatibilidad de la legislación con el 
crecimiento del mercado, la presencia de un mercado maduro para alimentos procesados, 
el nivel de demanda de los consumidores para la nutrición suplementaria, la confianza del 
consumidor en los productos, conciencia de la salud, y las amenazas a los alimentos 
funcionales (Granato et al., 2010). 
Por otro lado, no ha habido un acompañamiento de interés en el diseño de matrices 
alimentarias para desarrollar alimentos funcionales a base de probióticos/prebióticos en el 
cual se mejore la biodisponibilidad de los compuestos activos y no se atente contra los 
efectos beneficiosos reportados. En particular, ha habido un mayor enfoque en la 
identificación, aislamiento y caracterización de probióticos a partir de diversas fuentes, con 
lo cual existen numerosos desafíos asociados con la incorporación de muchos de estos 
probioticos en productos alimenticios comerciales.  
El uso de probióticos orientados a prevenir o mejorar cambios específicos en la MI y 
de esta manera interactuar con el hospedador para mejorar las alteraciones inmuno-
metabólicas relacionados con la obesidad son opciones prometedoras para mejorar la 
gestión de uno de los problemas más importantes de salud pública del siglo XXI. 
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Una gran brecha existe actualmente en la comprensión de los profesionales 
sanitarios de primera línea sobre los probióticos, prebióticos y el microbioma humano, y sin 
duda sobre cómo interpretar los grandes conjuntos de datos procedentes de estudios 
ómicos. Los beneficios de los avances en la investigación de probióticos y microbioma 
solamente se harán realidad cuando las nuevas tecnologías de ómicas se integren en el 
diagnóstico médico, y cuando los médicos, enfermeros y administradores de la salud, sean 
educados sobre los beneficios de ahorro de costos potenciales del uso de 
probióticos. Mensajes claros necesitan ser diseñados y dirigidos a sectores claves de la 
sociedad, como los consumidores, políticos, médicos, farmacéuticos y otros. Iniciativas 
donde se evalúen el efecto de los probióticos en casos de malnutrición ayudan a 
proporcionar una prueba de concepto del potencial de reducción de riesgo de enfermedades 
en las intervenciones dietéticas con nuevos productos alimenticios e ingredientes que se 
dirigen al microbioma intestinal, ampliar el conocimiento de la contribución del microbioma 
al metabolismo de los nutrientes y el balance energético e identificar las características del 
microbioma que contribuyen o predicen la obesidad y los trastornos asociados. Entender 
cómo el microbioma intestinal, bajo la influencia de los factores ambientales, desempeña un 
papel en el cerebro, el metabolismo y el desarrollo del sistema inmune en la vida temprana 
y como esto repercute sobre la salud a largo plazo (Petschow et al., 2013).  
Se espera que investigaciones adicionales aclaren cómo las combinaciones de 
probióticos específicos pueden modular la función del intestino y las respuestas 
inflamatorias o retrasar la aparición de diabetes y obesidad. Para tener éxito en el desarrollo 
de productos probióticos y prebióticos ampliamente distribuidos, el aumento de la 
investigación científica en la estructura y función del microbioma debe ir acompañado de 
un esfuerzo enfocado y transparente del sector industrial, las autoridades de salud y el 
público en general. La extensión de este tipo de productos a las personas necesitadas en las 
economías emergentes presentará un nuevo conjunto de desafíos. La mayoría de los 7 mil 
millones de habitantes del mundo pasan por alteraciones significativas en las cargas de 
morbilidad, los patrones dietéticos y el estilo de vida. Esto ha sido documentado de manera 
espectacular en países como India y Sudáfrica, donde es común encontrar altos niveles de 
retraso en el crecimiento inducido por desnutrición y obesidad en la misma población, algo 
similar a lo que ocurre en nuestro país.  
Los productos derivados de los avances en nuestra comprensión del microbioma son 
parte de un campo totalmente nuevo en la unión de la nutrición y la medicina, y sus 
aplicaciones son un reto del futuro en los alimentos funcionales y la nutrición. El éxito de la 
Futuro de los probióticos
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transferencia en los avances de la investigación del microbioma a productos probióticos 
requerirá lo siguiente: (1) una comunidad de investigación abierta, comprometida y realista 
con objetivos claros, incluyendo distribución de los beneficios potenciales a través del 
compromiso con el acceso mundial; (2) el reconocimiento de que un amplio número de 
estructuras del microbioma, alimentos e ingredientes, puede afectar a la salud de los 
consumidores; (3) la regulación basada en marcadores biológicos significativos y resultados 
definidos;  (4) Productos de confianza con un beneficio para la salud clara de los 
consumidores y (5) Una legislación acorde que permita avanzar en estas cuestiones. 
A medida que nos acercamos a la comprensión de los mecanismos potenciales por 
los cuales determinados organismos probióticos interactúan con la microbiota, será una 
oportunidad perdida si la calidad de los estudios de investigación de probióticos no mejora 
para satisfacer las necesidades de la medicina o la nutrición basada en la evidencia. Se 
necesitan con urgencia estandarización de los métodos de estudio de probióticos y 
protocolos de clara comprensión de las características, la pureza y la estabilidad de los 
agentes de ensayo, sumada a una información precisa y equilibrada de los resultados del 
estudio. Al mismo tiempo, será importante para educar a los profesionales sanitarios, 
autoridades reguladoras, y al público en general a comprender la utilización apropiada y 
documentada de la seguridad y los beneficios de los productos probióticos. Las 
innovaciones de la microbiota/microbioma y la investigación de probióticos pasarán a 
formar parte de la vida cotidiana cuando la regulación y la obstinación de muchos médicos 
que se mueven desde una perspectiva de gestión de pacientes de base farmacéutica pasen a 
una perspectiva más integral que incluya recomendaciones de productos 
alimenticios. Mientras tanto, las cuestiones reglamentarias en pro y prebióticos siguen 
siendo un punto de preocupación, se requiere investigación humana de alta calidad 
realizada en la población en general para convencer a los reguladores de la legitimidad de 
los beneficios para la salud de los alimentos. Muchos estudios convincentes de probióticos 
se han realizado sobre las poblaciones que están fuera del alcance de los alimentos o 
suplementos. Sin embargo, la seguridad y la falta de efectos secundarios de estos productos 
es una fuerte ventaja. Por lo tanto, es responsabilidad de los que están en el campo ayudar 
a fortalecer el cuerpo de evidencia y fusionar el conocimiento de una manera que permita a 
los consumidores y los pacientes obtener los beneficios lo más pronto posible. 
Hipótesis y 
Objetivos específicos  
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Hipótesis y objetivos 
Estrategias dietéticas, en particular el uso de probióticos como agentes terapéuticos que 
manipulen la microbiota intestinal y/o modulen la funcionalidad del tejido adiposo, serían 
adecuadas para la prevención y/o tratamiento de diferentes condiciones de malnutrición.  
La hipótesis de este plan de trabajo es la siguiente:  
“La suplementación de la dieta con BL adipomoduladoras, podría inducir cambios en 
la estructura del tejido adiposo y de la microbiota intestinal (MI), y de esta manera 
revertir las alteraciones inmuno-metabólicas asociadas a la malnutrición” 
El objetivo general de este plan de trabajo es el siguiente:  
“Evaluar la influencia de BL sobre la secreción de adipoquinas en modelos 
experimentales de malnutrición y estudiar su implicancia en la respuesta inmuno-
metabólica y la composición de la MI”.   
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 Selección de BL con propiedades inmunomoduladoras in vitro. 
 Selección de BL con propiedades adipomoduladoras in vitro.
 Desarrollar modelos animales de malnutrición (restricción calórica leve y obesidad).  
 Evaluar la influencia de BL adipomoduladoras, seleccionadas in vitro, sobre: 
- Los niveles plasmáticos de leptina, parámetros nutricionales e inmuno-
metabólicos. 
- La funcionalidad de macrófagos y adipocitos ex vivo. 
- La composición de la MI. 
 Establecer la relación existente entre los cambios de la MI, adipoquinas y la respuesta 
inmune en la malnutrición. 
Para poder llevar a cabo el objetivo general nos planteamos los siguientes objetivos 
Materiales 
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Materiales y métodos 
Microorganismos y condiciones de cultivo  
Microorganismos  
Las bacterias lácticas (BL) utilizadas en este trabajo de tesis (Tabla 1) fueron 
obtenidas de la Colección de Cultivos del Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA), 
Tucumán, Argentina. Se seleccionaron 15 cepas de BL con algunas propiedades probióticas 
estudiadas por diferentes laboratorios de CERELA. Entre las propiedades que se tuvieron 
en cuenta para seleccionar las BL fueron: producción de IgA secretoria, fagocitosis, 
producción de ácido linoleico conjugado (CLA) y actividad feruloil esterasa. (Medina et al., 
2011; (Abeijón Mukdsi et al., 2012b); Marranzino et al., 2012; Novotny Núñez et al., 2015). 
Condiciones de cultivo 
Las BL se cultivaron en Man-Rogosa-Sharpe (MRS) caldo (Man et al., 1960) (MRS; Britania, 
Buenos Aires, Argentina) durante 16 horas a 37 ºC (fase exponencial tardía). Las células se 
centrifugación (10.000 rpm durante 10 min), se lavaron dos veces en buffer fosfato salino 
(PBS) (cloruro de sodio (NaCl) 135 mM, fosfato dibásico de sodio (Na2HPO4) 8.1 mM, fosfato 
monobásico de potasio (KH2PO4) 1.5 mM y cloruro de potasio (KCl) 3 mM, pH 7,4), y se re-
suspendieron en PBS con 20% de glicerol (v/v). Alícuotas de 1 mL se congelaron y se 
almacenaron a -80 °C hasta su uso. El número de bacterias vivas después de la congelación 
y descongelación se determinó por recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) en 
medio MRS agar después de 48 h de incubación en microaerofilia. Para cada cepa probada, 
más del 90% de las células estaban vivas después de la descongelación y no se encontraron 
diferencias significativas en el tiempo de almacenamiento (2 meses). Una alícuota fresca se 
descongeló para cada nuevo experimento para evitar la variabilidad en la viabilidad de los 
cultivos. 
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Tabla 1| Cepas de diferentes especies de BL. 
Cepa Origen Propiedades  Referencia 
Lactobacillus casei 
CRL431 
Heces de infantes Probiótico comercial 
Protección frente a infecciones 
Propiedades metabólicas 
(Gauffin et al., 2002a; Gauffin 
Cano and Perdigon, 2003; de 
LeBlanc Ade et al., 2010; Villena 
et al., 2005) 
L. casei CRL143 Producto lácteo 
fermentado 
Aumento de LB productores de IgA 
Aumento de fagocitosis. 
Datos cepario CERELA 
L. acidophilus 
CRL1063
Producto lácteo 
fermentado 
Aumento de LB productores de IgA 
Aumento de fagocitosis. 
Actividad antifúngica 
Datos cepario CERELA 
(Gerez et al., 2013) 
L. casei CRL66 Producto lácteo 
fermentado 
Aumento de LB productores de IgA 
Aumento de fagocitosis. 
Datos cepario CERELA 
L. casei CRL72 Queso regional de 
leche de vaca*  
Aumento de LB productores de IgA 
Aumento de fagocitosis. 
Datos cepario CERELA 
L. casei CRL117 Queso regional de 
vaca*  
Aumento de LB productores de IgA 
Aumento de fagocitosis. 
Cepa productora de CLA 
Datos cepario CERELA 
(Terán et al., 2015) 
L. fermentum CRL1446 Queso regional de 
leche de cabra* 
Incrementa la actividad feruloil 
esterasa intestinal in vivo. 
Propiedades antioxidantes 
(Abeijón Mukdsi et al., 2012b, 
2013a) 
Lactococcus  lactis 
CRL1434
Queso regional de 
leche de oveja* 
Cepas productoras de CLA (Terán et al., 2015) 
L. plantarum CRL350 Pastura de alta 
montaña 
Cepas productoras de CLA (Terán et al., 2015) 
L.  plantarum CRL352 Pastura de alta 
montaña 
Cepas productoras de CLA (Terán et al., 2015) 
L. plantarum CRL353 Pastura de alta 
montaña 
Cepas productoras de CLA (Terán et al., 2015) 
L. plantarum CRL355 Pasturas de alta 
montaña 
Cepas productoras de CLA y CLNA (Terán et al., 2015) 
L. paracasei CRL575 Heces de infantes Cepas productoras de CLA (Terán et al., 2015) 
L. casei ssp rhamnosus 
CRL576
Heces de infantes Cepas productoras de CLA (Terán et al., 2015) 
* Quesos artesanales de la región del noroeste argentino (NOA).                                                                                 
CLA: ácido linoleico conjugado; CLNA: ácido linolénico conjugado. 
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Capítulo I: Selección de BL con capacidad adipomoduladora 
Estimulación de Macrófagos murinos RAW 264.7  
La línea celular de macrófagos murinos RAW 264.7 se utilizó para evaluar la 
capacidad inmunomoduladora de diferentes BL. Las células fueron incubadas durante 24 
horas en placas de 24 pocillos (Costar® 24 pocillos, estériles # 3524, NY, USA) a una 
concentración de 1 x 105 células/pocillo en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) 
(Gibco, # 41965-039, CA, USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco, 
#10082139, CA, USA) y 1 % de antibióticos (penicilina/estreptomicina, SIGMA-ALDRICH, # 
P4333-20ML, MO, USA) (DMEM completo) a 37ºC, 5% de CO2 y 95% de humedad. 
Transcurridas las 24 horas se cambió el medio y se realizó la estimulación con las diferentes 
bacterias. Para lo cual se añadió 100 µl de cada suspensión bacteriana conteniendo 1 x 107
UFC/mL y se incubó durante 24 h en las condiciones ya mencionadas. Lipopolisacárido 
(LPS) purificado a partir de E. coli serotipo O26:B6 (SIGMA-ALDRICH, # L2654, MO, USA) 
a una concentración final de 1 µg/mL y células Raw 264.7 no estimuladas se utilizaron como 
controles positivos y negativos de la producción de citoquinas, respectivamente. La 
viabilidad celular se evaluó con Trypan-blue (SIGMA-ALDRICH, #T6146, MO, USA). A las 
24 h se recolectaron los sobrenadantes de cultivo celular, se centrifugaron (10.000 rpm 
durante 10 min) y se almacenaron a -80ºC hasta su posterior uso. 
Aislamiento de adipocitos murinos 
Adipocitos de ratones BALB/c machos de 6 semanas de edad se aislaron por 
digestión del tejido adiposo epididimal (TAE) con colagenasa de Clostridium histolyticum 
tipo II (SIGMA-ALDRICH, # C6885, MO, USA), como se ha descrito previamente por 
Bernstein et al. (Bernstein et al., 1989). El tejido adiposo epididimal de 4 a 6 ratones se agrupó 
para el aislamiento de los adipocitos. El tejido fue digerido en agitación durante 45 minutos 
a 37 ºC en DMEM, conteniendo 1,5 mg/mL de colagenasa tipo II. La suspensión celular se 
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centrifugó a 400 g durante 4 minutos a temperatura ambiente. Los adipocitos maduros 
flotan en la superficie, y las células de la fracción vascular del estroma (resto de células que 
componen el tejido adiposo además de los adipocitos) se depositaron en la base del tubo 
(pellet). Las células adiposas de la superficie fueron retiradas por aspiración, y se lavaron 
con 10 ml de DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco, #10082139, 
CA, USA) y 1 % de antibióticos (penicilina/estreptomicina, SIGMA-ALDRICH, # P4333-
20ML, MO, USA) (DMEM completo), se centrifugó a 400 g durante 4 min a temperatura 
ambiente. La concentración de células adiposas se determinó en un hemocitómetro con 
coloración de Trypan-blue (SIGMA-ALDRICH, #T6146, MO, USA). 
Estimulación de un cultivo primario de adipocitos murinos con BL 
Para estudiar la capacidad de las diferentes BL para inducir secreción de leptina y 
citoquinas, los adipocitos se incubaron con 0.5 mL de DMEM completo en placas de 24 
pocillos en una concentración de 5 x 105 células/pocillo. Las células se incubaron en una 
atmósfera de 5% CO2, 95% de humedad y 37 ºC durante 24 horas. Transcurrido este tiempo 
se cambió el medio, por medio fresco, antes de la estimulación de los adipocitos, los cuales 
se incubaron en presencia de 100 µl de las distintas suspensiones bacterianas (1 x 107 
UFC/mL) durante 24 h. LPS purificado a partir de E. coli serotipo O26:B6 se utilizó como 
control positivo en una concentración de 1 µg/mL. Adipocitos no estimulados se utilizaron 
como controles basales de producción de leptina y citoquinas. La viabilidad celular se 
evaluó con Trypan-blue (SIGMA-ALDRICH, #T6146, MO, USA). 
Estimulación de un Co-cultivo de macrófagos y adipocitos con BL 
Células adiposas (cultivo primario) y macrófagos (RAW 264,7) en co-cultivos se 
utilizaron para evaluar el efecto de las diferentes bacterias en estudio (producción de leptina 
y citoquinas). Adipocitos y macrófagos se sembraron cada uno a una concentración de 5 x 
104 células/pocillo en placas de 24 pocillos como se describió anteriormente (5% de CO2, 
95% de humedad y 37 ºC, durante 24 horas), para llegar a una concentración total de 1 x 105
células/pocillo. Los medios se cambiaron antes de la estimulación y, a continuación, las 
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células se incubaron en presencia de 100 µl de cada suspensión bacteriana (1x107 UFC/mL) 
durante 24h en las mismas condiciones. LPS purificado a partir de E. coli serotipo O26: B6 
(1 µg/mL) se utilizó como control positivo. Células en co-cultivo no estimuladas también se 
utilizaron como controles basales de leptina y citoquinas. Los sobrenadantes de co-cultivo 
se recolectaron y se almacenaron a -80ºC hasta su uso. 
Detección de citoquinas y adipoquinas 
               IL-2, IL-4, IL-6, IFN-γ, TNF-α, IL-17A e IL-10 se cuantificaron en los sobrenadantes 
celulares utilizando el kit de BD™ (CBA Ratón Th1 / Th2 / Th17, BD Bioscience, #560485, 
CA, USA). El límite de detección para este kit fue de 0.1 pg/mL (IL-2), 0.03 pg/mL (IL-4), 1.4 
pg/mL (IL-6), 0.5 pg/mL (IFN-γ), 0.9 pg/mL (TNF-α), 0.8 pg/mL (IL-17A) e 16.8 pg/mL (IL-
10). La concentración de MCP-1 (eBioscience, Inc, Mouse CCL2 (MCP-1) Ready-SET-Go!®, 
CA, USA) y leptina (DuoSet, R & D Systems, MN, USA) se determinaron por ensayos de 
inmunoadsorción ligados a enzimas (ELISA) en los sobrenadantes de células estimuladas. 
Los ensayos se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante. Cada parámetro se 
determinó por triplicado en dos experimentos independientes. 
Cuantificación de la expresión del receptor de leptina (Ob-R) en RAW264.7 
Posterior a la estimulación de macrófagos descripta anteriormente, con las diferentes 
BL, los macrófagos se recolectaron por medio de un pipeteo vigoroso, se lavaron dos veces 
con PBS y se incubaron (106 células) con el anticuerpo primario anti-receptor de leptina (Ob-
R) de conejo contra ratón (Ob-R H300: sc 8325, Santa Cruz Biotechnology, Inc, CA, USA), en 
una dilución 1/250 (v/v) durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego se lavó dos veces 
con PBS-BSA (5%, w/v) y se incubaron con el anticuerpo secundario anti-IgG, conjugado 
con FITC, de cabra contra conejo (IgG-FITC: sc-2012 Santa Cruz Biotechnology, Inc, CA, 
USA) durante 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad. Las células se lavaron dos veces 
y se resuspendieron en 500 µl del buffer PBS-BSA (1%, w/v). Células con y sin estímulo con 
LPS se utilizaron como controles positivos y control basales de la expresión de Ob-R. 
Macrófagos Ob-R (+) se cuantificaron utilizando citometría de flujo (BD/FACSCalibur). Los 
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gates se fijaron para excluir los desechos celulares y las uniones no específicas de 
anticuerpos, los resultados fueron analizados utilizando el software de análisis de FACS 
(CellQuest; BD Biosciences). Células controles no teñidas fueron utilizadas para establecer 
el blanco y configurar los ejes de los gates. Los resultados se expresaron como porcentaje de 
células Ob-R (+), con respecto al número total de células analizadas en cada muestra. 
Detección cualitativa de la expresión del receptor de leptina (Ob-R)  
Para una detección cualitativa del receptor Ob-R se utilizó la técnica de 
inmunofluorescencia indirecta (anticuerpos primarios y secundarios) en macrófagos (RAW 
264.7). Las células se cultivaron del mismo modo que el caso anterior durante 24 h en placas 
de 24 pocillos, sólo que en este caso se colocó en la base de cada pocillo un cubreobjetos 
estéril de vidrio de 12 mm de diámetro, sobre el cual se sembró los macrófagos como se 
detalló anteriormente. A continuación, los cubreobjetos, conteniendo las células adheridas, 
se lavaron dos veces con PBS y se incubaron con los anticuerpos primarios y secundarios 
como se describió anteriormente. Luego las celulas fueron fijadas con paraformaldehído al 
1% (SIGMA-ALDRICH, P6148-500G, CA, USA) en PBS durante 30 minutos, finalmente se 
extrajo los cubreobjetos con los macrófagos adheridos y se colocaron sobre un portaobjetos 
dejando una gota de líquido de montaje (SIGMA F4680, CA, USA) entre ambos vidrios. 
Luego observamos en un microscopio de fluorescencia (Carl Zeiss - Axio Scope.A1) con 
objetivo de 100X utilizando aceite de inmersión. 
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Capitulo II: Efecto de bacterias lácticas adipomoduladoras en un modelo 
murino de obesidad inducida por la dieta  
Modelo experimental de dieta alta en grasa (DAG) 
Ratones machos Balb/c de 21 días de edad (n = 80) se obtuvieron del bioterio de 
CERELA. En el período de adaptación fueron alojados en jaulas individuales y aclimatados 
a 22 ± 2 °C, con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h. Los animales se separaron en los siguientes 
grupos (n=16): DE: dieta estándar; DAG: dieta alta en grasas; DAG-CRL1446: dieta alta en 
grasas suplementada con L. fermentum CRL1446; DAG-CRL1434: dieta alta en grasas 
suplementada con L. lactis CRL1434 y DAG-CRL431: dieta alta en grasas suplementada con 
L. casei CRL431. En el grupo DE se les administro una dieta estándar (61% de carbohidratos, 
proteínas 23%, grasas 7,5%, 4% de fibra cruda, 3,5%, minerales totales, Asociación de 
Cooperativas Argentinas, Buenos Aires, Argentina) y agua de bebida de forma ad libitum
durante 45 días. Esta dieta aporta 3,10 Kcal/g de dieta. En el grupo DAG se les administró 
una dieta donde el 60% de las calorías es aportado por las grasas (dieta alta en grasas) (34% 
de carbohidratos, proteínas 23%, grasas 35%, 4% de fibra cruda, 3,5%, minerales totales) 
(Diets, inc., DYET# 103651, PA, USA) y agua de bebida de forma ad libitum durante 45 días. 
Esta dieta aporta 5,10 Kcal/g de dieta.  
Los experimentos se llevaron a cabo en estricta conformidad con las 
recomendaciones de la Guía para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del bioterio 
de CERELA y el protocolo de estudio fue aprobado por el Comité Ético, numero de 
aprobación CRL-BIOT- EF-2012/2A.  
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Capítulo III: Efecto de bacterias lácticas adipomoduladoras en un modelo 
murino de restricción calórica  
Modelo experimental de restricción calórica 
Ratones machos Balb/c de 21 días de edad (n = 80) se obtuvieron del bioterio de  
CERELA. Ellos fueron alojados en jaulas individuales y aclimatados a 22 ± 2 °C, con un ciclo 
de luz/oscuridad de 12 h. Los animales se separaron en los siguientes grupos (n=16): DE: 
dieta estándar; RC: restricción calórica; RC-CRL1446: restricción calórica suplementada con 
L. fermentum CRL1446; RC-CRL1434: restricción calórica suplementada con Lac. lactis 
CRL1434 y RC-CRL431: restricción calórica suplementada con L. casei CRL431. En el grupo 
DE se les administró una dieta estándar (61% de carbohidratos, proteínas 23%, grasas 7,5%, 
4% de fibra cruda, 3,5%, minerales totales, Asociación de Cooperativas Argentinas, Buenos 
Aires, Argentina) y agua de bebida de forma ad libitum durante 45 días. Esta dieta aporta 
3,10 Kcal/g de dieta. 
Los animales pertenecientes a los grupos RC con y sin la administración de BL se 
aclimataron durante 5 días a la dieta estándar y después fueron sometidos diariamente a 
una restricción calórica del 25% (25% menos que la ración diaria consumida por el grupo 
DE) durante 45 días con el fin de alcanzar un 10-25% de pérdida de peso corporal en 
comparación con los ratones DE. Los grupos RC-CRL recibieron las cepas CRL1446, 
CRL1434 y CRL431 suspendidas en el agua de bebida en una concentración de 10⁸ UFC/mL. 
En todos los grupos, se midió semanalmente el peso corporal y la ingesta de alimento. Ocho 
animales de cada grupo fueron sacrificados a los 20 y 45 días, para evaluar diferentes 
parámetros metabólicos e inmunológicos además de la composición de la microbiota 
intestinal. Los animales se mantuvieron en ayunas (12 horas) antes del sacrificio. El 
protocolo experimental fue aprobado por el Comité de Protección Animal de CERELA 
(CRL-BIOT-EF-2012 / 2A) y cumplió con las leyes argentinas vigentes. 
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 La administración de las cepas y la determinación de las muestras se realizó de 
la misma manera para ambos modelos experimentales, RC y DAG, y se describen a 
continuación. 
Stock y administración de Bacterias lácticas adipomoduladoras 
Las tres cepas de BL seleccionadas en el primer capítulo de esta tesis, Lactobacillus 
fermentum CRL1446, Lactobacillus casei CRL431 y Lactococcus lactis CRL1434 se conservaron 
en MRS caldo con 20% (v/v) de glicerol a -80°C, luego fueron descongeladas y propagadas 
en caldo MRS. 
 Se preparó un stock de BL; para lo cual las suspensiones bacterianas cultivadas en 
caldo MRS durante 16 horas a 37 ºC, se recogieron por centrifugación (10.000 rpm, 10 min) 
y se lavaron dos veces con PBS (pH 7,0). Finalmente, se re-suspendieron en PBS glicerol 
(20%) y se congelaron a -80ºC hasta su utilización.  
Para la administración de BL a los animales, las cepas fueron descongeladas, 
centrifugadas y re-suspendidas en el agua de bebida estéril a una concentración de 1x108
UFC/mL. El agua de bebida se cambió cada 12 horas, utilizando siempre un nuevo stock 
congelado para evitar la variabilidad en las UFC/mL. Para verificar la viabilidad de las cepas 
se realizó el recuento tanto de la solución stock como del agua de bebida y se constató que 
la viabilidad era superior al 90% durante el tiempo que duro el ensayo. 
Recolección de muestras biológicas 
              A los animales luego de ser anestesiados con una mezcla de xilasina-ketamina, 
(KETAMINA 100 (100 mg/mL), Richmond División Veterinaria S.A, Bs. As., Argentina) 
(Xilacina 100 (100 mg/mL) Richmond División Veterinaria S.A, Bs. As., Argentina) se les 
realizó una punción cardíaca para extraer sangre, la cual fue recibida en tubos de 2 mL con 
ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Wiener Lab, Rosario, Argentina) como 
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anticoagulante. La sangre se mantuvo a temperatura ambiente hasta su centrifugación. 
Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 2000 rpm 10 minutos para separar el 
plasma, el cual fue fraccionado y congelado a -20ºC hasta su uso. 
Ensayos bioquímicos 
El plasma se utilizó para determinar los siguientes metabolitos: Triglicéridos, 
Colesterol total y Glucosa. Se midieron por métodos enzimáticos utilizando kits comerciales 
(Wiener Lab, Rosario, Argentina). Además se determinó los niveles de leptina mediante 
ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas (Mouse/Rat Leptin Quantikine ELISA Kit, 
MN, USA), y citoquinas (IL-2, IL-4, IL-6, IFN-γ,TNF, IL-17A e IL-10) por citometría de flujo, 
mediante el kit CBA Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit, (BD CA, USA).  
Extracción de órganos 
Luego de realizar la punción cardíaca, se procedió a la extracción de diferentes 
órganos incluyendo: bazo, intestino, hígado, tejido adiposo (mesentérico y epididimal, 
tejido adiposo mesentérico y estómago. Los diferentes órganos fueron colocados en tubos 
eppendorfs de 2 mL y almacenados a – 80ºC hasta su uso. Además, se recolectaron muestras 
de heces para el análisis de la microbiota intestinal. 
Determinación del área y número de adipocitos  
El tejido adiposo epididimal fue extraído y colocado en paraformaldehido al 4% en 
PBS para realizar la fijación del mismo, luego se realizó la inclusión en parafina y finalmente 
el corte en láminas de 3-4 µm utilizando un micrótomo. Los cortes histológicos fueron 
teñidos con una mezcla de hematoxilina-eosina y luego observados al microscopio (Carl 
Zeiss - Axio Scope.A1) donde se determinó el número y el tamaño de los adipocitos de cada 
grupo de acuerdo a la metodología descripta por (Gauffin Cano et al., 2013) utilizando el 
shoftware Carl Zeiss – Axio Vision reléase 4.8. Se tomaron cuarenta fotografías de cada 
grupo (5 de cada animal) con un objetivo de 40x y en cada fotografía se determinó el área 
(µm2) de entre 20 y 50 adipocitos, (dependiendo de su tamaño).  A continuación, los 
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adipocitos fueron agrupados por rangos de tamaño como sigue: áreas < 500; 500-1000; 1.000-
2.000; 2.000-4.000 y >4000 µm2) para poder comparar entre los diferentes grupos  
Extracción de macrófagos y adipocitos para evaluar su funcionalidad ex vivo 
Después de realizar la punción cardiaca y la dislocación cervical de los animales, 
estos fueron inyectados intraperitonealmente con 5 ml de DMEM completo frio, 
posteriormente mediante un pequeño corte se recogió el líquido con pipeta Pasteur estéril. 
El DMEM conteniendo los macrófagos peritoneales se colocó en tubos falcon de 15 Ml en 
frio. Las células fueron lavadas dos veces con PBS y se realizó el recuento en cámara de 
neubauer mediante tinción con Trypan-blue (SIGMA-ALDRICH, #T6146, MO, USA). 
Finalmente, las células fueron sembradas en placas de 24 pocillos en las mismas condiciones 
que se describió para Raw 264.7, en el capítulo I. Lipopolisacarido (LPS) purificado a partir 
de E. coli serotipo O26:B6 (SIGMA-ALDRICH, # L2654, MO, USA) a una concentración final 
de 1 µg/mL y macrófagos no estimulados se utilizaron como controles positivos y negativos 
de la producción de citoquinas, respectivamente. La viabilidad celular se evaluó con 
Trypan-blue (SIGMA-ALDRICH, #T6146, MO, USA). A las 24 h se recolectaron los 
sobrenadantes de cultivo celular, se centrifugaron (10.000 rpm durante 10 min) y se 
almacenaron a -80ºC hasta su posterior uso. 
Los adipocitos fueron obtenidos a partir del tejido adiposo epididimal de los 
animales como se describió en el capítulo I, y sembrados en las mismas condiciones.  LPS 
purificado a partir de E. coli serotipo O26:B6 se utilizó como estímulo positivo en una 
concentración de 1 µg/mL. Adipocitos no estimulados se utilizaron como controles basales 
de producción de leptina. La viabilidad celular se evaluó con Trypan-blue (SIGMA-
ALDRICH, #T6146, MO, USA). A las 24 h se recolectaron los sobrenadantes de cultivo 
celular, se centrifugaron (10.000 rpm durante 10 min) y se almacenaron a -80ºC hasta su 
posterior uso. 
             La determinación de leptina en adipocitos y citoquinas en macrófagos (TNF-α, IL-6 
e IL-10 se cuantificaron en los sobrenadantes celulares utilizando el kit de BD™ (CBA Ratón 
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Th1 / Th2 / Th17, BD Bioscience, #560485, CA, USA). El límite de detección para este kit fue 
de 0.1 pg/mL (IL-2), 0.03 pg/mL (IL-4), 1.4 pg/mL (IL-6), 0.5 pg/mL (IFN-γ), 0.9 pg/mL (TNF-
α), 0.8 pg/mL (IL-17A) e 16.8 pg/mL (IL-10). La concentración de MCP-1 (eBioscience, Inc, 
Mouse CCL2 (MCP-1) Ready-SET-Go!®, CA, USA) y leptina (DuoSet, R & D Systems, MN, 
USA) se determinaron por ensayos de inmunoadsorción ligados a enzimas (ELISA) en los 
sobrenadantes de células estimuladas. Los ensayos se realizaron siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Cada parámetro se determinó por triplicado en dos experimentos 
independientes. 
Extracción de ADN de muestras fecales 
Las muestras de heces de cada grupo experimental fueron sometidas a un 
tratamiento con lisozima previo a la extracción de ADN total, para ello 50mg de heces fueron 
re-suspendidas en 500 µL de buffer de lisis (lisozima 10 mg/mL, TRIS-Cl Ph 8 100 mM y 
EDTA ph8 10 mM) y colocadas a 37ºC durante 2 horas, luego los 500 µL se cargaron en los 
primeros pocillos del cartucho del kit (Maxwell® 16 DNA Purification Kits) y se realizó la 
extracción utilizando el equipo Maxwell® 16 Instrument (Promega, Madison, WI, USA) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, las muestras de ADN se 
centrifugaron a temperatura ambiente (10.000 rpm, 5 min) y se congelaron a -20ºC hasta su 
uso.  
Secuenciación masiva de alto rendimiento de amplicones del gen 16S rRNA 
              Las regiones bacterianas V3-V4 del rRNA 16S fueron amplificadas por PCR 
utilizando pares de cebadores, 343F (5'-TACGGRAGGCAGCAG-3 ') y 802R (5'-
TACNVGGGTWTCTAATCC-3'), de acuerdo con Polka et al. (Połka et al., 2015). El conjunto 
de productos de PCR fue enviado a Fasteris SA (Ginebra, Suiza) para ser secuenciados, 
utilizando el kit de preparación de muestras de ADN TruSeq ™ (Illumina Inc., San Diego, 
CA, EE.UU.). La secuenciación de alto rendimiento se llevó a cabo en un instrumento MiSeq 
Illumina (Illumina Inc.) usando la química V2 en una configuración de 2 x 250 suficiente 
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para cubrir toda la longitud del amplicón, estimado en ~ 450 pb. El montaje de extremo 
emparejado y filtrado de calidad se realizó mediante el uso de software Flash (Magoč and 
Salzberg, 2011). La multiplexacion de la muestra se llevó a cabo utilizando la información 
de los barcoding de ADN por muestra y la plataforma Mothur. La eliminación de quimeras 
se realizó utilizando el algoritmo UCHIME (Edgar et al., 2011), a continuación las secuencias 
obtenidas fueron agrupadas de acuerdo a su similitud en diferentes unidades taxonómicas 
operacionales (operational taxonomic units, OTUs) y anotadas a niveles taxonómicos 
comparándolas con la base de datos pública de referencia SILVA (Quast et al., 2013). 
               Índices de diversidad fueron calculados con la plataforma Mothur usando 
parámetros por defecto y el método de la media en el paso de agrupamiento (Schloss et al., 
2009). Diferentes parámetros de alfa diversidad que miden riqueza, como Sobs o chao, así 
como diversidad en términos de homogeneidad, como Shannon y Simpson, fueron 
calculados a partir de unidades taxonómicas operacionales (OTUs) agrupados en 97%, y 
utilizando un subconjunto normalizado de 23.000 secuencias seleccionadas al azar, después 
de múltiples mezclas (10.000X) de la base de datos original. La asignación taxonómica, a 
nivel de phylum y género, del subconjunto de lecturas de alta calidad se realizó con el 
clasificador Bayesian RDP (Lozupone et al., 2011), utilizando un punto de corte asignación 
de confianza de 0,8. 
Análisis estadístico 
Los resultados son medias de tres experimentos independientes ± error estándar 
(ES). Los datos se analizaron con un modelo lineal con el programa SPSS versión 17.0 (SPSS 
Inc., Chicago, IL, EE.UU.), se utilizó la prueba de Tukey para identificar diferencias 
estadísticamente significativas (p <0,05). La relación entre las cepas, citoquinas, leptina, 
receptor Ob-R fueron determinada por un análisis de componentes principales (ACP), y 
correlación de Pearson usando el software XLSTAT (18.06).
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Capítulo I
Bacterias Lácticas Adipomoduladoras 
Selección de bacterias lácticas con capacidad para modular la 
secreción de Adipoquinas 
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Introducción 
Una de las principales hipótesis vinculadas al desarrollo fisiológico de la 
obesidad es la desregulación del sistema inmune, con alteraciones en el perfil de 
adipoquinas que conlleva a un estado de inflamación crónico, característico de esta 
enfermedad. Esta meta-inflamación inducida por la dieta (inflamación de órganos 
metabólicos) (Shapiro et al., 2011)  se ha reportado en diferentes órganos vitales como el 
cerebro, el hígado, el tejido adiposo y el intestino. Muchos autores se han referido a este 
fenómeno como una causalidad más que una consecuencia del desarrollo de obesidad 
(Harley and Karp, 2012), y a pesar de los avances y descubrimientos en el área no existe 
todavía ningún tratamiento eficaz, además de la cirugía bariátrica, que ayude a combatir 
esta enfermedad (Ng et al., 2014b). Se tornan, entonces, relevantes las estrategias que 
buscan contrarrestar las alteraciones inmuno-metabólicas vinculadas con la obesidad 
(Sanz et al., 2010).    
La secreción alterada de adipoquinas, que está presente tanto en la obesidad 
como en la desnutrición, compromete la salud del hospedador  (Blüher, 2012; Sahin-Efe 
et al., 2012; Fasshauer and Blüher, 2015; Blüher and Mantzoros, 2015). En este contexto, 
la leptina tiene un especial interés debido a sus efectos pleiotrópicos ampliamente 
descriptos y su potencial terapéutico en el tratamiento de la obesidad y sus 
comorbilidades (Houde et al., 2015). La leptina plasmática se correlaciona positivamente 
con el índice de masa corporal y el porcentaje de grasa total en humanos y animales 
(Faggioni et al., 2001; Ayina et al., 2016). No se conoce exactamente el mecanismo por el 
cual componentes de la dieta o de la MI pueden regular su producción, sin embargo  
existe evidencia científica en animales y humanos que detalla una estrecha relación entre 
la composición de la MI, las alteraciones inmunometabolicas y el perfil de adipoquinas 
desregulado en la obesidad inducida por la dieta (Brown et al., 2012; Cox and Blaser, 
2013; Cavalcante-Silva et al., 2015; Caesar et al., 2015; Ojeda et al., 2015; Rooks and 
Garrett, 2016).  
En consecuencia, es de creciente interés el diseño de estrategias dietéticas con 
prebióticos y/o probióticos para la prevención de enfermedades metabólicas mediante 
la regulación de los perfiles de adipoquinas asociados a cambios en la estructura de la 
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microbiota intestinal (Cani and Delzenne, 2009; Chang et al., 2011; Sanz et al., 2013; 
Petschow et al., 2013). Muchos autores han demostrado tanto in vitro como in vivo la 
influencia de lactobacilos y bifidobacterias sobre los niveles de adipoquinas (Bleau et al., 
2005; Sato et al., 2008; Cano et al., 2013), y como cambios en la composición de la 
microbiota podrían afectarlos (Sahin-Efe et al., 2012). En este contexto, nuestro grupo ha 
confirmado que la administración de una bacteria probiótica a ratones con obesidad 
inducida por la dieta, aminora los niveles de leptina y citoquinas pro-inflamatorias, e 
induce la restauración parcial de la disbiosis asociada a la obesidad (Cano et al., 2013).  
 Asociando el rol pleiotrópico de la leptina y el efecto de diferentes cepas de BL 
sobre los niveles de adipoquinas, consideramos a la leptina como un eje central del 
proceso de selección de cepas potencialmente probióticas para la prevención o el 
tratamiento de individuos con diferentes estados nutricionales incluyendo la obesidad 
inducida por la dieta (OID) así como la restricción calórica (RC).  
  El tejido adiposo está constituido por células endocrinas activas que secretan un 
gran número de adipoquinas, principalmente: leptina, adiponectina y citoquinas 
inflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), interleuquina (IL) - 6, IL-
1, IL-10 y la proteína quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1). Estos factores juegan un 
papel fundamental en la regulación de diversos procesos fisiológicos y patológicos en 
los que el tejido adiposo está involucrado (Desruisseaux et al., 2007; Tsai et al., 2014). 
Para este propósito, evaluamos la capacidad de BL para inducir cambios en la secreción 
de adipoquinas, citoquinas y quimoquinas involucradas en la inflamación metabólica 
(IL-6, IL-10, TNF-α, MCP-1 y leptina), en macrófagos y adipocitos, principales células 
que componen el TA (Ferrante, 2013; Mraz and Haluzik, 2014). Además, con el fin de 
adquirir un mayor conocimiento de la inmunobiología del TA y de estudiar la influencia 
de BL en la producción de adipoquinas, analizamos comparativamente la secreción de 
leptina y citoquinas en un co-cultivo de ambas células y la expresión del receptor de 
leptina (Ob-R) en macrófagos, ya que el mismo se encuentra expresado 
constitutivamente en estas células (Papathanassoglou et al., 2006). 
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“Evaluar la capacidad inmunomoduladora y 
adipomoduladora de diferentes cepas de BL, como una 
posible estrategia de selección de cepas probióticas 
para prevenir o mejorar las alteraciones inmuno-
metabólicas asociadas a la malnutrición”
Objetivo 
Selección de BL moduladoras de adipoquinas Capítulo I 
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Resultados 
Perfil de citoquinas inducido por BL en macrófagos (RAW 264.7)  
La Figura 4 muestra la capacidad de BL para inducir la producción de TNF-α, IL-
6, IL-10 y MCP-1 en la línea celular de macrófagos murinos RAW 264.7. Nuestros 
resultados indican que existen diferencias en el perfil inmunomodulador entre las cepas 
estudiadas, lo cual sugiere que la propiedad inmunomoduladora es específica de cada 
cepa. La estimulación de los macrófagos con las diferentes bacterias en ningún caso 
indujo mayores niveles de producción de citoquinas y de MCP-1 que el estímulo con 
LPS o control (+) (Figura 4A, B, C y D).
Observamos que los valores de producción de TNF-α (citoquina pro-
inflamatoria), fue similar al control (-) para 8 de las 14 cepas en estudio (CRL66, CRL72, 
CRL355, CRL350, CRL576, CRL353, CRL575 y CRL143). Por otro lado, 5 cepas indujeron 
niveles significativamente mayores al control (-) (CRL1446, CRL117, CRL431, CRL1434 
y CRL352), pero menores al control (+) (LPS). Finalmente, sólo la cepa CRL1063 mostró 
valores similares a los inducidos por LPS (Figura 4A). 
 Cuando analizamos la producción de IL-6 (citoquina que puede actuar como 
anti- o pro-inflamatoria) observamos que aumentó significativamente cuando se 
estimularon los macrófagos con todas las cepas evaluadas en comparación con el control 
(-). Las cepas CRL66, CRL431, CRL1063, CRL576, CRL575 y CRL352 mostraron niveles 
significativamente más altos que el control (-), destacándose la cepa CRL1434 a pesar de 
que todas estuvieron por debajo de los niveles inducidos por el LPS (Figura 4B).  
La secreción de MCP-1 (pro-inflamatoria), encargada de reclutar monocitos, fue 
favorecida significativamente con las cepas CRL431, CRL1063, CRL1434, CRL352 y 
CRL143 de las cuales CRL1063 indujo los niveles más elevados (Figura 4C). 
En relación a los niveles de IL-10 (citoquina anti-inflamatoria), las cepas CRL1434 
y CRL575 fueron las que indujeron los mayores valores comparados con el control (-) 
seguidos de CRL1063, CRL72, CRL350 y CRL143 (Figura 4D).  
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Figura 4| Niveles de producción de (A) TNF-α, (B) IL6, (C) MCP1 y (D) IL-10, por macrófagos (RAW 
264.7) estimulados con las siguientes BL (L. casei CRL431, L. acidophilus CRL258, L. acidophilus CRL1063, L. 
casei CRL66, L. casei CRL72, L. casei CRL117, L. fermentum CRL1446, Lactococcus lactis CRL1434, L. plantarum
CRL350, L. plantarum CRL352, L. plantarum CRL353, L. plantarum CRL355, L. paracasei CRL575 y L. casei ssp 
rhamnosus CRL576), en una concentración de 1 x 106 UFC/pocillo. Control (-): macrófagos sin estimular 
(DEMEN), Control (+): macrófagos estimulados con lipopolisacárido (LPS). Los valores se expresan como la 
media ± DS (desvío estándar) de cada grupo determinado en tres experimentos independientes (n=3). Letras 
distintas indican diferencias significativas entre grupos (P<0,05).
A B
C D
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Expresión del receptor de leptina (Ob-R) en macrófagos murinos (RAW 
264.7) estimulados con BL 
Teniendo en cuenta que la leptina ejerce sus efectos inmunomoduladores a través 
de su receptor (Ob-R) (Hoffmann et al., 2014), en este trabajo evaluamos la influencia de 
BL sobre la expresión de dicho receptor en la línea de macrófagos murinos RAW 264.7. 
Se pretende estudiar si la expresión de este receptor puede ser regulada positivamente 
en respuesta a la activación de macrófagos por BL. Este estudio se realizó 
cualitativamente, por microscopía de fluorescencia (Figura 5), y cuantitativamente por 
citometría de flujo (Figura 6 y 7). 
Figura 5| Microfotografía de la expresión del receptor de leptina Ob-R en macrófagos (RAW 
264.7) (A) control (-), macrófagos no estimulados, y (B) control (+), macrófagos estimulados con 
LPS. 
A B
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La expresión basal del receptor Ob-R en macrófagos (sin estimulo) fue del 15%, 
mientras que en presencia de los diferentes estímulos (BL o LPS) se observaron cambios 
significativos en su expresión. Los niveles de Ob-R aumentaron hasta un valor máximo 
de aproximadamente 45% después de la estimulación con LPS. L. lactis CRL1434, es la 
bacteria con mayor efecto modulador sobre este receptor seguida de CRL66, CRL431, 
CRL1063 y en menor medida CRL1446, CRL576 y CRL352. Para las otras cepas 
estudiadas no hubo cambios significativos en la expresión de Ob-R en comparación con 
la producción basal (control (-)) (Figura 6). 
Figura 6| Niveles de expresión (%) del receptor de leptina Ob-R en la línea celular de macrófagos murinos 
(RAW 264.7), determinado por citometría de flujo utilizando un anticuerpo anti Ob-R conjugado con 
isotiocianato de fluoresceína (FITC). Control (-): macrófagos sin estimular, Control (+): macrófagos 
estimulados con lipopolisacárido (LPS), y diferentes BL (L. casei CRL431, L. acidophilus CRL258, L. acidophilus
CRL1063, L. casei CRL66, L. casei CRL72, L. casei CRL117, L. fermentum CRL1446, Lactococcus lactis CRL1434, 
L. plantarum CRL350, L. plantarum CRL352, L. plantarum CRL353, L. plantarum CRL355, L. paracasei CRL575 
y L. casei ssp rhamnosus CRL576). Los resultados se expresan como medias ± DS (desvío estándar) de cada 
grupo determinados en tres experimentos independientes (n=3). Letras distintas indican diferencias 
significativas entre grupos (P<0,05). 
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Control (-) Control (-)
LPS LPS 
CRL66 CRL66 
CRL1446 CRL1446 
CRL431 CRL431 
CRL1063 CRL1063 
CRL117 CRL117 CRL72 CRL72 
CRL1434 CRL1434 CRL355 CRL355 
CRL350 CRL350 CRL575 CRL575 
CRL576 CRL576 CRL352 CRL352 
CRL353 CRL353 CRL143 CRL143 
Figura 7| Histogramas y dot plots de la expresión del receptor de leptina Ob-R en macrófagos murinos 
(RAW 264.7) obtenidos por citometría de flujo. Control (-): macrófagos sin estimular, Control (+): macrófagos 
estimulados con lipopolisacárido (LPS), y diferentes BL (L. casei CRL431, L. acidophilus CRL258, L. acidophilus
CRL1063, L. casei CRL66, L. casei CRL72, L. casei CRL117, L. fermentum CRL1446, Lactococcus lactis CRL1434, 
L. plantarum CRL350, L. plantarum CRL352, L. plantarum CRL353, L. plantarum CRL355, L. paracasei CRL575 
y L. casei ssp rhamnosus CRL576).   
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Asociación de BL en función del perfil de citoquinas y la expresión del 
receptor de leptina en macrófagos (RAW264.7) 
El Análisis de Componentes Principales (ACP) es una técnica de análisis 
multivariante de reducción de datos, es decir, un método que permite reducir la 
dimensión del número de variables que inicialmente se han considerado. 
El ACP (Figura 8) mostró una asociación entre las cepas estudiadas 
determinando 4 grupos de acuerdo a los mediadores inflamatorios inducidos. El grupo 
I incluye las cepas CRL66, CRL575, CRL576, CRL353, CRL355, CRL117, CRL350 y 
CRL143 que mostraron un perfil inmunomodulador bajo ya que las mismas se 
encuentran ubicadas próximas al control (-) que posee los datos basales de producción 
de estos mediadores. El grupo II, incluye las cepas CRL1446, CRL72, CRL431 y CRL352 
las cuales mostraron un perfil inmunomodulador intermedio. La cepa CRL1063 se 
encuentra en el grupo III y la cepa CRL1434 en el grupo IV, ambas con un perfil 
inmunomodulador más próximo al control (+) que el resto de cepas. 
Figura 8| Biplot del ACP obtenido de los niveles de TNF-α, IL-6, IL-10, MCP-1 y la expresión de Ob-R 
producidos por la estimulación de macrófagos con BL. Los puntos están codificados para cada cepa y 
controles (L. casei CRL431, L. acidophilus CRL258, L. acidophilus CRL1063, L. casei CRL66, L. casei CRL72, L. 
casei CRL117, L. fermentum CRL1446, Lactococcus lactis CRL1434, L. plantarum CRL350, L. plantarum CRL352, 
L. plantarum CRL353, L. plantarum CRL355, L. paracasei CRL575, L. casei ssp rhamnosus CRL576, control (+) 
(LPS) y control (-) DEMEN). La posición de algunos puntos fue ligeramente modificada para evitar 
superposición. 
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De acuerdo a los resultados de la matriz de correlaciones (Pearson) obtenidas en 
el ACP (Tabla 2) podemos decir que la producción de citoquinas se correlaciono 
positivamente con la expresión del receptor de leptina (Ob-R), mostrando que las BL no 
solo pueden activar estas células para la producción de citoquinas de forma cepa 
dependiente, sino también pueden regular la respuesta a otras moléculas como leptina 
mediante cambios en la expresión de su receptor. Por otro lado, todas las variables 
analizadas (citoquinas, MCP-1 y Ob-R) se correlacionaron positivamente, salvo la 
correlación entre TNF- α e IL-10 que no fue significativa, demostrando quizás el efecto 
contra regulador entre estas dos citoquinas. 
 Tabla 2| Matriz de correlaciones (Pearson) 
Correlación entre TNF-α, IL-6, IL-10 y MCP-1 producidos por macrófagos 
(RAW264.7) al ser estimulados por diferentes BL, los valores en negrita indican 
correlación positiva con un nivel de significación alfa <0,05. 
Variables TNF-α IL-6 MCP-1 IL-10 OB-Rb 
TNF-a 1 0,519 0,588 0,226 0,619 
IL-6 0,519 1 0,806 0,788 0,783 
MCP-1 0,588 0,806 1 0,744 0,515 
IL-10 0,226 0,788 0,744 1 0,504 
OB-Rb 0,619 0,783 0,515 0,504 1 
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Perfil de adipoquinas inducido por BL en adipocitos murinos 
Para evaluar la influencia de BL sobre la secreción de adipoquinas (leptina, 
citoquinas y quimoquinas) adipocitos aislados de ratones Balb/C (cultivo primario), se 
estimularon con las diferentes BL en estudio (Figura 9 y 10).
Los resultados obtenidos muestran un efecto adipomodulador cepa dependiente 
sobre la producción de adipoquinas (TNF-α, IL-6, IL-10, MCP-1 y leptina) por parte de 
las BL estudiadas. El efecto sobre la producción de TNF-α fue diferente al observado en 
macrófagos (RAW 264.7) (Figura 4A). Las cepas CRL1446, CRL1434, CRL350, CRL353 y 
CRL352 indujeron los valores más altos, sin embargo, sólo CRL1434 mostró 
concentraciones significativamente superiores al estímulo con LPS (Figura 9A).  
En relación a los resultados para IL-6 podemos decir que los niveles de esta 
citoquina son superiores a los obtenidos cuando estimulamos un cultivo de macrófagos 
(RAW 264.7), teniendo en cuenta el mismo número de células (Figura 4B).  Observamos 
que las cepas CRL1434, CRL350 y CRL355 indujeron los mayores valores, 
significativamente superiores a los del control (-) pero sin alcanzar los inducidos por 
LPS. El resto de estímulos indujeron valores ligeramente superiores al control (-) (Figura 
9B).  
Los valores para MCP-1 inducidos por adipocitos son menores que los secretados 
por macrófagos (RAW 264.7) (mismo número de células) (Figura 4C). CRL 1434 indujo 
nuevamente los valores más altos de esta quimoquina (Figura 9C).
Con respecto a la producción de IL-10 podemos observar que su producción es 
significativamente inducida por las cepas CRL1446, CRL1063, CRL72, CRL1434, 
CRL353, CRL355 y CRL143. Únicamente las cepas CRL1434 y CRL355 alcanzaron los 
valores inducidos por LPS (Figura 6D).
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Figura 9| Niveles de producción de TNF-α (A), IL-6 (B), MCP-1 (C) e IL-10 (D), por adipocitos (cultivo 
primario) estimulados con BL (L. casei CRL431, L. acidophilus CRL258, L. acidophilus CRL1063, L. casei CRL66, 
L. casei CRL72, L. casei CRL117, L. fermentum CRL1446, Lactococcus lactis CRL1434, L. plantarum CRL350, L. 
plantarum CRL352, L. plantarum CRL353, L. plantarum CRL355, L. paracasei CRL575 y L. casei ssp rhamnosus
CRL576). Control (-): adipocitos sin estimular (DEMEN), Control (+): adipocitos estimulados con 
lipopolisacárido (LPS). Los valores se expresan como la media ± DS (desvío estándar) de cada grupo 
determinado en tres experimentos independientes (n=3). Letras distintas indican diferencias significativas 
entre grupos (P<0,05). 
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Perfil de leptina inducido por BL en adipocitos murinos 
La producción de leptina fue modulada por las bacterias de forma cepa-
dependiente (Figura 10). El estímulo con LPS fue capaz de inducir una producción de 
leptina significativamente elevada en comparación con los niveles basales (control (-)). 
La producción de leptina fue significativamente reducida por las cepas CRL431, CRL72, 
CRL355 y CRL352. Mientras que las siguientes BL indujeron aumento de los niveles de 
leptina sin alcanzar a los inducidos por el LPS: CRL1446, CRL117, CRL350, CRL576 y 
CRL353. Los valores similares o superiores al inducido por LPS corresponden al 
estímulo con las siguientes cepas: CRL66, CRL575, CRL1434 y CRL143 
Figura 10| Niveles de producción de leptina por adipocitos (cultivo primario) estimulados con:  BL (L. 
casei CRL431, L. acidophilus CRL258, L. acidophilus CRL1063, L. casei CRL66, L. casei CRL72, L. casei CRL117, 
L. fermentum CRL1446, Lactococcus lactis CRL1434, L. plantarum CRL350, L. plantarum CRL352, L. plantarum
CRL353, L. plantarum CRL355, L. paracasei CRL575 y L. casei ssp rhamnosus CRL576). Control (-): adipocitos 
sin estimular (DEMEN), Control (+): adipocitos estimulados con lipopolisacárido (LPS). Los valores se 
expresan como la media ± DS (desvío estándar) de cada grupo determinado en tres experimentos 
independientes (n=3). Letras distintas indican diferencias significativas entre grupos (P<0,05) 
Co
ntr
ol (
+)
Co
ntr
ol (
-)
CR
L14
46
CR
L11
7
CR
L66
CR
L43
1
CR
L10
63
CR
L72
CR
L14
34
CR
L35
0
CR
L57
6
CR
L35
3
CR
L35
5
CR
L57
5
CR
L35
2
CR
L14
3
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
3500
a
a
b b b
cc c ccc
d
d
d d d
Capítulo I Selección de BL moduladoras de adipoquinas                                        Resultados 
70 
Perfil de adipoquinas inducido por BL en un co-cultivo de macrófagos y 
adipocitos murinos  
Teniendo en cuenta la comunicación que existe entre las diferentes células que 
componen el tejido adiposo, evaluamos como BL pueden influir sobre la producción de 
adipoquinas (TNF-α, IL-6, IL-10, MCP-1 y leptina) en un co-cultivo de macrófagos y 
adipocitos. Esto debido a que son las principales células que componen este tejido, lo 
cual nos permitió realizar un estudio comparativo con el efecto observado en el mono-
cultivo.  
Las células en co-cultivo fueron estimuladas con las diferentes BL al igual que en 
mono-cultivo. Al igual que en los casos anteriores observamos un efecto cepa 
dependiente para la producción de adipoquinas (Figura 11), que fue diferente al efecto 
ejercido sobre los cultivos individuales de macrófagos y adipocitos. De esta manera, 
demostramos la influencia que tienen entre si las moléculas producidas por ambas 
células, y que su producción depende del perfil global de adipoquinas. Al igual que en 
los cultivos individuales todas las cepas indujeron concentraciones de adipoquinas 
inferiores a las inducidas por LPS. La cepa CRL1434 indujo los niveles más altos para las 
citoquinas TNF-α e IL-10 (Figura 11, A y D), y de igual manera para IL-6 y MCP-1 
(Figura 11, B y C) encontrándose dicha bacteria entre las cepas con mayor capacidad 
adipomuladora.  La cepa CRL431 fue el inductor más potente de la secreción de MCP-1 
(Figura 11, C). Las cepas CRL1063, CRL72, CRL355 y CRL352 indujeron niveles medios 
de producción tanto de TNF-α como de IL-6. Finalmente, las cepas CRL1446, CRL66, 
CRL117, CRL353 y CRL143 estuvieron entre las cepas que indujeron los niveles más 
bajos de adipoquinas (Figura 11, A y B). 
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Figura 11| Niveles de producción de (A) TNF-α, (B) IL-6, (C) MCP-1 y (D) IL-10, por el co-cultivo de 
adipocitos y macrófagos estimulados con, BL (L. casei CRL431, L. acidophilus CRL258, L. acidophilus CRL1063, 
L. casei CRL66, L. casei CRL72, L. casei CRL117, L. fermentum CRL1446, Lactococcus lactis CRL1434, L. plantarum
CRL350, L. plantarum CRL352, L. plantarum CRL353, L. plantarum CRL355, L. paracasei CRL575 y L. casei ssp 
rhamnosus CRL576), en una concentración de 1 x 106 UFC/pocillo. Control (-): adipocitos sin estimular 
(DEMEN), Control (+): adipocitos estimulados con lipopolisacárido (LPS). Los valores se expresan como la 
media ± DS (desvío estándar) de cada grupo determinado en tres experimentos independientes (n=3). Letras 
distintas indican diferencias significativas entre grupos (P<0,05). 
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Perfil de leptina inducido por BL en un co-cultivo de macrófagos y 
adipocitos murinos  
La producción de leptina (Figura 12) fue modulada por las BL en forma cepa 
dependiente y fue diferente a la observada en los adipocitos. La cepa CRL431 indujo los 
niveles significativamente más altos de esta hormona mostrando un comportamiento 
opuesto al observado solo en presencia de células adiposas. Las cepas CRL117, CRL1434, 
CRL576, CRL355, CRL575, CRL352 y CRL143 indujeron niveles de leptina similares al 
LPS. Por otro lado, hubo cepas (CRL1446, CRL1063) que no modificaron los niveles de 
leptina con respecto al control (-), y dos cepas (CRL72 y CRL353) que redujeron 
significativamente los niveles de la hormona por debajo del control (-).  
Figura 12| Niveles de producción de leptina en co-cultivo (adipocitos y macrófagos) estimulados con BL 
(L. casei CRL431, L. acidophilus CRL258, L. acidophilus CRL1063, L. casei CRL66, L. casei CRL72, L. casei CRL117, 
L. fermentum CRL1446, Lactococcus lactis CRL1434, L. plantarum CRL350, L. plantarum CRL352, L. plantarum
CRL353, L. plantarum CRL355, L. paracasei CRL575 y L. casei ssp rhamnosus CRL576). Control (-): adipocitos 
sin estimular (DEMEN), Control (+): adipocitos estimulados con lipopolisacárido (LPS). Los valores se 
expresan como la media ± DS (desvío estándar) de cada grupo determinado en tres experimentos 
independientes (n=3). Letras distintas indican diferencias significativas entre grupos (P<0,05). 
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Asociación de BL en función del perfil adipomodulador y la expresión de 
Ob-R en un co-cultivo de macrófagos y adipocitos murinos  
Mediante un análisis multivariante (AM), que permite agrupar objetos similares 
y diferenciarlos de aquellos que no lo son, separamos las diferentes BL de acuerdo a su 
perfil adipomodulador (TNF-α, IL-6, IL-10, MCP-1 y leptina) en co-cultivo y de la 
expresión del receptor Ob-Rb determinado sólo en macrófagos. El dendograma de la 
Figura13, nos permite observar siete (7) grupos que se diferenciaron entre si mostrando 
un porcentaje de similitud por debajo del 68%. El grupo I contiene únicamente al 
estímulo con LPS (pro-inflamatorio), que se diferenció completamente (similitud 0%) del 
resto de grupos, con excepción del grupo II, que incluye la cepa CRL1434, con la que 
mostró un 56% de similitud. Consideramos entonces a la cepa CRL1434 como la 
principal inductora en este sistema. Por otro lado, analizando el grupo III, observamos 
una fuerte correlación (similitud ≥83%) entre las cepas CRL353, CRL72 y el control (-), 
lo que indica que estas cepas fueron las de menor capacidad inductora, inclusive 
redujeron los niveles de leptina en este sistema. Los grupos IV y VII (similitud 42%), 
incluyendo las cepas CRL1063 y CRL431 respectivamente, se caracterizaron por 
incrementar adipoquinas pro-inflamatorias (TNF-α, IL-6 y MCP-1 en co-cultivo) así 
como el receptor de leptina (Ob-R en macrófagos), destacándose la cepa CRL431 que, 
además, en este sistema, se encuentra dentro de las cepas que favorecen la secreción de 
leptina. Finalmente, los grupos V (CRL1446, CRL66, CRL117, CRL143 y CRL575) y VI
(CRL350, CRL576, CRL352 y CRL355) compartieron un porcentaje de similitud cercano 
al 70% y se caracterizaron por incluir cepas con perfiles adipomoduladores intermedios 
entre ambos controles, positivo (LPS) y negativo (producción basal).  
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Figura 13| El análisis de clúster multivariante muestra el porcentaje de similitud entre los diferentes 
estímulos  con BL (L. casei CRL431, L. acidophilus CRL258, L. acidophilus CRL1063, L. casei CRL66, L. casei
CRL72, L. casei CRL117, L. fermentum CRL1446, Lactococcus lactis CRL1434, L. plantarum CRL350, L. plantarum
CRL352, L. plantarum CRL353, L. plantarum CRL355, L. paracasei CRL575 y L. casei ssp rhamnosus CRL576), 
teniendo en cuenta el perfil adipomodulador en co-cultivo (IL-6, IL-10, TNF-α, MCP-1 y leptina) y los niveles 
de expresión de Ob-R en macrófagos. Control (-): macrófagos sin estimular, Control (+): macrófagos 
estimulados con lipopolisacárido (LPS). El análisis se realizó utilizando el método de asociación completo 
con el coeficiente de Pearson.  
La asociación de BL en función del perfil adipomodulador y la expresión de Ob-
R fue también determinada por el análisis de componentes múltiples (ACP). El ACP se 
muestra en la Figura 14. En este sistema asociamos las BL en tres grupos: I) Incluye a las 
cepas CRL352, CRL576, CR355 y CRL431; II) Incluye a las cepas CRL75, CRL143, 
CRL350, CRL117, CRL353, CRL72, CRL1063, CRL66 y CRL1446, de las cuales las 4 
últimas están próximas al control (-) y, III) incluye a la cepa CRL1434 próxima al control 
(+) o LPS. 
De acuerdo a los resultados de la matriz de correlaciones (Pearson) obtenidas en 
este ACP podemos decir que las variables estudiadas se correlacionan positivamente.  
TNF-α se correlaciona significativamente con IL-6, MCP-1, IL-10 y Ob-R y no así con 
leptina. Sin embargo, IL-6 se correlacionó con leptina y estas dos adipoquinas a su vez 
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se correlacionaron significativamente con IL-10.  Interesantemente, este análisis no 
correlaciona significativamente la leptina con su receptor (Tabla 3).
Tabla 3| Matriz de correlaciones (Pearson): 
Correlación entre TNF-α, IL-6, IL-10, MCP-1 y leptina producidas en el co-cultivo de macrófagos 
y adipocitos, además de la expresión del receptor de leptina (OB-R), expresado por macrófagos 
(RAW264.7), al ser estimulados por diferentes BL. los valores en negrita indican correlación 
positiva con un nivel de significación alfa <0,05. 
Figura 14| Biplot del ACP obtenido de los valores de TNF-α, IL-6, IL-10 y MCP-1 producidos por la 
estimulación de macrófagos con BL. Los puntos están codificados para cada cepa y controles (L. casei
CRL431, L. acidophilus CRL258, L. acidophilus CRL1063, L. casei CRL66, L. casei CRL72, L. casei CRL117, L. 
fermentum CRL1446, Lactococcus lactis CRL1434, L. plantarum CRL350, L. plantarum CRL352, L. plantarum
CRL353, L. plantarum CRL355, L. paracasei CRL575, L. casei ssp rhamnosus CRL576, control (+) (LPS) y control 
(-) DEMEN). La posición de algunos puntos fue ligeramente modificada para evitar superposición.
Variables TNF-α IL-6 MCP-1 IL-10 Leptina OB-Rb
TNF-α 1 0,689 0,960 0,914 0,401 0,774
IL-6 0,689 1 0,766 0,590 0,654 0,448
MCP-1 0,960 0,766 1 0,829 0,529 0,690
IL-10 0,914 0,590 0,829 1 0,300 0,732
Leptina 0,401 0,654 0,529 0,300 1 0,328
OB-Rb 0,774 0,448 0,690 0,732 0,328 1
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Discusión 
Los microorganismos probióticos han sido investigados por su potencial uso en el 
tratamiento o prevención de trastornos nutricionales asociados con la desregulación 
inmune, como es  el caso de la desnutrición (Gauffin et al., 2002) o de la obesidad  (Yin et 
al., 2010; Cano et al., 2013a), sin que se haya llegado a dilucidar completamente el 
mecanismo de acción de estas bacterias. Por otro lado, se ha identificado recientemente a la 
MI como un importante factor que influye sobre las reacciones inflamatorias sistémicas 
actuando sobre tejidos distantes (Burcelin et al., 2013). Diferentes productos derivados de la 
microbiota pueden ejercer efectos anti o pro-inflamatorios. En este sentido, se ha descripto 
que la translocación desde el lumen intestinal a la circulación de LPS (componente de la 
pared celular de bacterias Gram (-)) conduce a endotoxemia metabólica y podría además 
estimular el tejido adiposo e inducir  un estado inflamatorio crónico (Cani et al., 2007a; 
Carvalho and Abdalla Saad, 2013; Burcelin et al., 2013; Caesar et al., 2015). Además, ha sido 
sugerido que los productos microbianos asociados a inmunobióticos también pueden 
atravesar la barrera intestinal, siendo capaces de modular tejidos distantes (como el tejido 
adiposo) a través de la inducción de cambios en los perfiles de citoquinas (Suzuki et al., 
2015). 
El tejido adiposo (TA) es un órgano endócrino activo, e histológicamente no es 
homogéneo, ya que está conformado por varios componentes celulares tales como 
adipocitos maduros, preadipocitos, fibroblastos, células endoteliales y macrófagos, entre 
otras células inmunes (Sam and Mazzone, 2014). Cambios en la estructura del tejido adiposo 
están asociados a cambios en sus funciones metabólicas y endócrinas, lo cual conduce a la 
producción alterada de adipoquinas y las consecuentes complicaciones metabólicas  
(Weisberg et al., 2003). 
En este trabajo de tesis realizamos la selección de BL capaces de modular la respuesta 
de las principales células que componen el tejido adiposo (adipocitos y macrófagos) 
empleando un sistema in vitro (Macrófagos-Adipocitos-BL), de tal manera de abordar el 
desarrollo de un método de screening de microorganismos con potencial terapéutico sobre 
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patologías nutricionales. En este sentido, demostramos que BL viables tienen un efecto 
adipomodulador cepa dependiente, algo que no se había  demostrado hasta el momento, ya 
que en la mayoría de los casos reportados se utilizaron extractos o medios condicionados 
por bacterias (Bleau et al., 2005). Además, observamos que la secreción de leptina y 
citoquinas fue afectada de manera diferente cuando comparamos el estímulo de las BL sobre 
un mono-cultivo de adipocitos y un co-cultivo de macrófagos y adipocitos. Con lo cual, este 
capítulo de tesis revalida la interrelación que existe entre estas células en el TA y 
proporciona evidencia adicional que demuestra la interconexión entre leptina, citoquinas y 
quimoquinas en la regulación del sistema inmune. 
Los macrófagos son células fagocíticas que participan en el sistema inmune innato y 
adaptativo. Son, además, una de las principales células que están en contacto con los 
microorganismos en el intestino (Cerovic et al., 2014). Este contacto puede realizarse 
mediante la fagocitosis o por reconocimiento a través de diferentes receptores, como los que 
reconocen patrones moleculares asociados a microorganismos (PMAMs) entre los que se 
destacan los receptores Toll-Like (TLRs). Además del intestino, estas células se encuentran 
en diversos tejidos, siendo una de las principales células inmunes del tejido adiposo visceral 
(TAV), encontrándose tanto en sujetos delgados como obesos, donde pueden representar 
entre el 5 y el 60 % de las células inmunes del TA (Morris et al., 2011; Michaud et al., 2012). 
Esto destaca la importancia de los macrófagos en la respuesta inmune innata y su posterior 
transición a la respuesta inmune adaptativa, en los trastornos metabólicos donde su número 
y nivel de activación esta alterado (Lee and Lee, 2014). Al modificarse el número de 
macrófagos y su nivel de activación, se afectan parámetros metabólicos como la resistencia 
a la insulina asociados a la obesidad (Martí et al., 2001) o la respuesta a infecciones asociada 
a la desnutrición (Keusch, 2003; Heilbronn and Campbell, 2008), esto principalmente debido 
al nivel de polarización dinámico entre macrófagos activados clásicamente M1 (productores 
de citoquinas pro-inflamatorias) y macrófagos activados alternativamente M2 (productores 
de citoquinas anti-inflamatorias) presentes en el TA (Mraz and Haluzik, 2014). El nivel de 
activación está asociado con un perfil de citoquinas determinado, y este se encuentra 
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desregulado en los trastornos metabólicos (Cildir et al., 2013). Los macrófagos son, por 
tanto, esenciales no sólo para la inmunidad, sino también para mantener la homeostasis de 
tejidos, como el TA (Sieweke and Allen, 2013).  
Teniendo en cuenta el rol que juegan los macrófagos en la meta-inflamación es que 
seleccionamos a estas células para evaluar el efecto de diferentes BL sobre la modulación 
del perfil de citoquinas (capacidad inmunomoduladora), y de esta manera seleccionar, en 
primer lugar, cepas inmunobióticas (capaces de modular la respuesta inmune). En este 
contexto, evaluamos las principales citoquinas involucradas en la meta-inflamación: TNF- 
α (citoquina pro-inflamatoria), IL-6, (citoquina pro o anti-inflamatoria), e IL-10 (citoquina 
anti-inflamatoria), además de una quimoquina pro-inflamatoria, MCP-1, implicada en el 
reclutamiento de macrófagos a los sitios de inflamación como ser el TA en casos de obesidad 
(Arango Duque and Descoteaux, 2014). Nuestros resultados indican que existen diferencias 
en el perfil inmunomodulador de las cepas estudiadas, sugiriendo que cada cepa induce 
distintos niveles de activación en los macrófagos. Cabe mencionar que las propiedades de 
una cepa no pueden ser extrapoladas a otras, incluso si pertenecen a la misma especie (Dogi 
et al., 2008). La estimulación de células RAW264.7 con diferentes BL indujo cambios de 
citoquinas tanto pro- como anti-inflamatorias y en la mayoría de los casos los niveles de 
citoquinas y quimoquinas fueron menores que los niveles inducidos por el estímulo pro-
inflamatorio (LPS), lo cual coincide con lo reportado por otros autores (Cross et al., 2004; 
Dong et al., 2010; Won et al., 2011). Dong et al. mostraron, que el LPS indujo mayor 
producción de IL-6 e IL-10 y menor de IL-1β que Lactobacillus casei Shirota (LcS), cepa que 
estimuló una elevada producción de IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12 y TNF-α, en PBMC (Dong et 
al., 2010). Estos mismos autores, en un estudio in vitro usando la línea celular murina de 
monocitos/macrófagos J774A.1, observaron que LcS fue capaz de estimular IL-12 y TNF-α 
pero no IL-10 (Cross et al., 2004), lo cual demuestra al igual que nuestros resultados que el 
efecto no solo es cepa dependiente sino también célula dependiente, ya que las BL utilizadas 
en este trabajo mostraron un comportamiento diferente sobre la producción de citoquinas 
según el tipo de célula estimulada (macrófago o adipocito). Juarez et al.,  en condiciones no-
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inflamatorias, demostraron que L. reuteri CRL1101 (CRL1101) fue capaz de incrementar la 
producción de TNF-α, IL-6 e IL-10 en  RAW 264.7 (Juarez et al., 2013) y reducir la producción 
de TNF-α cuando los macrófagos fueron primero desafiados con LPS y luego tratados con 
CRL1101, demostrando que el efecto de BL también depende de los pre- o post-estímulos  
que reciben las células. En este caso, Juarez et al. concluyeron que la selección de cepas que 
regulen el perfil de citoquinas producidos por macrófagos puede ser valioso para la 
selección de cepas inmunomoduladoras in vivo.  
La interpretación de los efectos de BL sobre el perfil de citoquinas resulta bastante 
complejo, aunque la literatura científica sostiene suficiente evidencia de que la influencia de 
estos microorganismos sobre la inmunidad innata está vinculada a su capacidad para 
regular la inflamación en determinadas condiciones y así ejercer sus efectos benéficos sobre 
el hospedador (Marranzino et al., 2012; Villena et al., 2012; Juarez et al., 2013). En nuestro 
caso, las cepas CRL1063 y CRL1434 indujeron niveles significativamente superiores de TNF-
α e IL-10 (respectivamente) que los otros microorganismos estudiados, destacándose como 
las cepas con mayor efecto inmunomodulador en RAW264.7. Diferentes estudios indican 
que un incremento en la expresión de TNF-α está estrechamente vinculado a una secreción 
de IL-10 ya que es una citoquina reguladora de la inflamación (Juarez et al., 2013). En este 
sentido, CRL1434 indujo niveles elevados de citoquinas pro-inflamatorias y de MCP-1, a 
pesar que estos valores fueron inferiores a los inducidos por LPS, sin embargo, mostró 
valores similares a LPS para IL-10, lo cual apoya lo reportado anteriormente. Finalmente, en 
este sentido no establecimos una correlación positiva entre TNF-α e IL-10, para todas las 
cepas evaluadas, demostrando que, a pesar de tener una estrecha relación, la producción de 
estas dos citoquinas no sigue un comportamiento homogéneo, y dicho efecto es más bien 
dependiente de cada cepa. Con lo cual sugerimos que la relación IL-10/TNF-α podría 
representar un buen criterio de selección de cepas inmunobioticas.  
Teniendo en cuenta la capacidad inmunomoduladora de CRL1434, esta cepa podría 
inducir una activación en macrófagos, debido a los niveles elevados de IL-10 en relación a 
TNF-α, y de esta manera inhibir, la respuesta TH1 exacerbada en la inflamación metabólica 
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asociada con la obesidad. Mientras que CRL1063 o CRL431 podrían favorecer la respuesta 
TH1 y contribuir a la defensa contra infecciones en los casos de desnutrición, teniendo en 
cuenta los elevados niveles de TNF-α en relación a IL-10, inducidos. Estas hipótesis 
necesitan ser confirmadas con ensayos in vivo. La caracterización de cómo el sistema inmune 
innato responde a estas bacterias in vitro puede sugerir sobre los eventos 
inmunomoduladores que se activan después de la administración oral de un 
microorganismo (in vivo).  
 Por otra parte, en cuanto a la expresión del receptor de leptina (Ob-R), estudiamos 
la capacidad de las diferentes BL para modular su expresión en macrófagos (RAW264.7) y 
de esta manera poder dilucidar mecanismos en donde participe la leptina y nos permitan 
comprender mejor la inmunobiología del TA. Los niveles de OB-R son expresados 
constitutivamente en macrófagos, linfocitos B y linfocito T (Papathanassoglou et al., 2006b). 
Estos mismos autores demostraron que la resistencia a leptina inducida por dietas altas en 
grasas está asociada a una alteración de la capacidad de señalización mediada por OB-
R/STAT-3, no sólo a nivel central (hipotálamo) sino también periférico. Además ha sido 
demostrado que monocitos humanos activados por altas dosis de leptina inducen la 
producción de citoquinas pro-inflamatorias lo que demuestra la expresión de Ob-R en estas 
células (Zarkesh-Esfahani et al., 2001). Nuestros resultados demuestran que el efecto de las 
BL sobre la expresión de Ob-R fue cepa dependiente y estuvo asociado a su capacidad 
inmunomoduladora; es decir, las cepas con mayor efecto inmunomodulador (CRL1434, 
CRL1063, CRL431) mostraron los porcentajes de expresión más altos para el receptor, 
demostrando una correlación positiva entre la producción de citoquinas y la expresión del 
receptor de leptina en macrófagos (RAW 264.7). Esto pone de relieve el efecto de las BL 
sobre la respuesta inmune, ya que no solo son capaces de regular la producción de 
citoquinas, sino también son capaces de afectar la sensibilidad de células del sistema inmune 
(macrofagos) a las adipoquinas (leptina). 
Por otro lado, evaluamos la producción de leptina como eje central de la producción de 
adipoquinas. En este sentido, Papathanassoglou et al. sugirieron que el estado nutricional, a 
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través de mecanismos dependientes de leptina, podría alterar la naturaleza y el vigor de la 
respuesta inmune (Papathanassoglou et al., 2006b). Nuestro trabajo muestra evidencia del 
efecto de BL viables, tanto sobre leptina como sobre la expresión de su receptor. Utilizamos 
los niveles de leptina como una característica o criterio de selección de cepas in vitro. Es 
necesario clarificar si la leptina puede directamente o indirectamente contribuir a la 
expresión de mediadores pro-inflamatorios. Ha sido demostrado por otros autores  que 
cepas de BL tienen diferentes capacidadades para inducir la secreción de leptina in vivo o in 
vitro (utilizando extractos o medios condicionados) (Bleau et al., 2005c; McMullen et al., 
2006; Sousa et al., 2008). En nuestro caso, utilizamos cepas viables y observamos una 
modulación cepa dependiente de la producción de leptina en adipocitos en mono y co-
cultivo con macrófagos. Sin embargo, al igual que otros autores, sugerimos que mediadores 
producidos por otras células que componen el tejido adiposo, como los macrófagos, 
influyen sobre la capacidad secretora de los adipocitos y viceversa, esto debido a que 
observamos diferencia en la secreción de leptina, citoquinas y quimoquina, comparando el 
mono y el co-cultivo (Ouchi et al., 2011; Huh et al., 2014). De Palma et al. también 
demostraron, en otro sistema de co-cultivo (Células mononucleares de sangre periférica 
PBMC y células Caco2), que algunos microorganismos tuvieron un comportamiento 
diferente en cuanto a la producción de citoquinas cuando se utilizaron cultivos de células 
individuales o co-cultivo (G De Palma, 2009).  
 Observamos que la cepa CRL431 mostró una reducción significativa de los niveles 
de leptina, comparado con el control (-), cuando se estimulaban adipocitos, pero niveles 
significativamente mayores que el LPS en el co-cultivo de Macrófagos-Adipocitos-BL (Mac-
Adi-BL). Algo similar ocurrió con la cepa CRL1434, que mostró niveles de leptina 
significativamente mayores que el LPS al estimular los adipocitos, pero en el sistema Mac-
Adi-BL presentó valores similares al LPS. Esto refleja claramente la intercomunicación que 
existe entre estas dos células (macrófagos y adipocitos) y que las BL pueden afectar la 
producción de adipoquinas en este sistema. Kusunoki et al., utilizando el mismo sistema de 
co-cultivo, demostraron inhibición del circulo vicioso que lleva a la inflamación crónica, 
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entre adipocitos y macrófagos, a través de la inhibición de citoquinas pro-inflamatorias 
(TNF-α, IL-6 y MCP-1) de macrófagos y el aumento de adiponectina por adipocitos. Este 
efecto, fue inducido por el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) (Kusunoki et al., 
2014). Miyazawa et al. demostraron cómo el aumento de citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, 
IL-12 y TNF-α) inhibió la diferenciación de una línea célular de fibroblastos (3T3L1) en 
adipocitos, a pesar que no determinaron componentes anti-inflamatorios, (Miyazawa et al., 
2012) sugiriendo que los lactobacilos podrían modular la diferenciación adipogénica y por 
consiguiente la hipertrofia de los adipocitos. Esto, también fue sugerido por Suzuki et al. 
pero en referencia al perfil de citoquinas producido por los adipocitos estimulados con BL 
(Suzuki et al., 2015). 
 Nuestros resultados sugieren que, además de las citoquinas inflamatorias tales como 
TNF-α, IL-6 y MCP-1, otras moléculas funcionales, como leptina, producidas por adipocitos 
estimulados con BL, de una manera cepa dependiente, pueden influir en la diferenciación y 
crecimiento de pre-adipocitos y adipocitos, y afectar el perfil de citoquinas y adipoquinas 
producido en este sistema (Mac-Adi-BL).  
Por otro lado, observamos una producción significativamente mayor de IL-6 en adipocitos 
comparados con macrófagos, reflejando el aporte de los adipocitos sobre esta molécula que 
está relacionada con la infiltración de macrófagos y la resistencia a insulina en el tejido 
adiposo (Kanda et al., 2006; Bastard et al., 2007). En individuos obesos esta citoquina esta 
incrementada (Bastard et al., 2007), y se estima que entre el 15 y el 35 % de los niveles de IL-
6 sistémica provienen del TA, además se correlaciona mejor que el TNF-α con los niveles de 
TA y leptina en individuos con obesidad (Kern et al., 2001; Bastard et al., 2007). Podemos 
sugerir, teniendo en cuenta nuestros resultados in vitro, que los niveles aumentados de IL-6 
en la obesidad, podrían provenir principalmente de los adipocitos que componen el TA. 
Además, como determinamos una correlación positiva entre leptina, IL-6 y MCP-1, 
sugerimos que la determinación de estas tres moléculas principalmente en un método de 
selección de cepas adipomoduladoras in vitro, debería tenerse en cuenta como criterio de 
selección. Algo similar fue reportado por Miyazawa et al. (Miyazawa et al., 2012), en ese 
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estudio demostraron que el sobrenadante de adipocitos 3T3-L1, condicionado por BL, 
estimuló significativamente la producción de IL-6 e IL-12 (pero no de TNF-α) en macrófagos 
murinos (J774.1). Estableciendo de esta manera la influencia de los adipocitos en la respuesta 
inmunes de macrófagos.  
 Por otro lado, algunos autores han indicado que aumentos en los niveles de leptina 
se  correlacionan con reducción de los niveles de IL10, en este caso esta relación fue 
consecuencia de cambios en el tamaño de los adipocitos (Skurk et al., 2007a); Farnier et al., 
2003). Singh et al. demostraron que antagonistas de leptina mejoraron la colitis crónica en 
ratones deficientes de IL-10 (Singh et al., 2013) demostrando el estrecho vínculo entre la 
inflamación y la leptina, y sugiriendo un efecto regulador de IL-10 en los mecanismos de 
acción de esta hormona. En este sentido, determinamos una correlación positiva entre 
leptina e IL-10, por lo que podrían existir un efecto contraregulador entre estas dos 
moléculas, algo similar a lo que ocurre con IL-10 y TNF-α. Observamos, además, en el 
sistema Mac-Adi-BL una mayor concentración de adipoquinas (IL-6, IL-10, TNF-α, MCP-1 
y leptina) cuando comparamos los niveles de producción de estas moléculas entre cultivos 
individuales de macrófagos y adipocitos con el co-cultivo, otra evidencia de la estrecha 
relación entre estas células que sugiere un posible efecto sinérgico en la producción de 
adipoquinas cuando ambas están presentes. Este efecto sinérgico podría favorecer el circulo 
vicioso entre las alteraciones metabólicas y la inflamación crónica en la obesidad. Si tenemos 
en cuenta el aumento de macrófagos en el TA asociado con obesidad (Mraz and Haluzik, 
2014b), el aumento de la producción de citoquinas en estas células mediado por leptina 
(Fernández-Riejos et al., 2010), y el posible efecto sinérgico sobre la producción de citoquinas 
entre macrófagos y adipocitos, donde interviene la leptina, demostramos el rol clave que 
juega la leptina en vincular el estado nutricional con la competencia inmune, y la 
importancia de seleccionar cepas con capacidad para modular los niveles de esta 
adipoquina. 
 Sugerimos que las cepas CRL575, CRL143, CRL350, CRL117, CRL352, CRL576, 
CRL355, CRL431 y CRL1434, las cuales inducen niveles altos de leptina (ya sea en adipocitos 
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o en el sistema Mac-Adi-BL) podrían estar orientadas para la utilización en terapias 
nutricionales de enfermedades que cursen con niveles reducidos de leptina. En un caso 
opuesto, disminución de los niveles de esta adipoquina serían necesarios para la 
intervención de patologías inflamatorias o autoinmunes (La Cava et al., 2004), donde las 
cepas CRL72, CRL66 y CRL1446 podrían ser utilizadas.  
Finalmente, es importante mencionar que no hay contacto directo claramente establecido 
entre las bacterias intestinales y el tejido adiposo o al menos que se haya demostrado hasta 
el momento, a pesar de la hipótesis de la migración de microorganismos intestinales hacia 
órganos periféricos (Burcelin et al., 2013; Lluch et al., 2015). Sin embargo, este contacto 
podría estar mediado indirectamente a través de la translocación de productos bacterianos 
(LPS, ADN, flagelina, LTA, PSA, etc.) desde el lumen intestinal hacia estos tejidos, o la 
producción de citoquinas intestinales que afectan órganos periféricos, estimulando algunos 
receptores de reconocimiento de patrones tales como los TLRs (Wolowczuk et al., 2008a; 
Raybould, 2012; Lumeng, 2013; Lee and Lee, 2014; Cavalcante-Silva et al., 2015). Por otro 
lado, la alteración de la barrera intestinal, como ocurre en distintos estados de malnutrición, 
conduce a un aumento de la permeabilidad con la consiguiente exposición de los TLRs a 
PMAMs derivados de la microbiota, tanto a nivel local (intestino) como sistémico (TA). 
Batra et al. demostraron que la expresión y la capacidad de respuesta de los TLRs (TLR-1 a 
-9) en pre-adipocitos y adipocitos murinos, están fuertemente regulados por leptina (Batra 
et al., 2007). Teniendo esto en cuenta, consideramos que las BL adipomoduladoras, podrían 
afectar la expresión de TLRs y por ende la respuesta inmune, pudiendo representar uno de 
los mecanismos que utilizan estas bacterias para ejercer sus efectos beneficiosos sobre el 
hospedador. Esto junto con las acciones pro-inflamatorias de esta hormona en una variedad 
de células inmunes y otros tipos de células (Jaedicke et al., 2013), nos llevan a proponer que 
las alteraciones inmunometabolicas podrian ser reguladas mediante la administración de 
BL adipomoduladoras. 
 Finalmente, teniendo en cuenta el perfil adipomodulador, cepa dependiente, de las 
BL (en el co-cultivo macrófagos-adipocitos), pudimos agruparlas en diferentes clusters
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mostrando distintos porcentajes de similitudes entre ellas. En este contexto, es fundamental 
seleccionar cepas con capacidades adipomoduladoras diferentes para estudiarlas in vivo, y 
determinar si existe una correlación con los ensayos in vitro. Establecer, además, si estas 
cepas podrían ser implementadas en el tratamiento de enfermedades donde los niveles de 
leptina y la respuesta inmune estén desregulados.  
 El AM y el ACP, nos permitieron seleccionar tres cepas con perfiles diferentes para 
ser evaluadas in vivo y corroborar sus efectos. De este modo seleccionamos las cepas L. casei 
CRL431, L. fermentum CRL1446 y L. lactis CRL1434 como representativos de tres perfiles 
adipomoduladores diferentes. En la Figura 15 resumimos el efecto adipoinmunomodulador 
determinado en un sistema de co-cultivo de macrófagos y adipocitos. 
Figura 15| Efecto adipoinmunomodulador de BL determinado en un sistema de co-cultivo de macrófagos 
y adipocitos (Mac-Adi-BL). Con diferentes colores se agrupan cepas con perfiles adipomoduladores 
diferentes, color azul (bajo), color gris (intermedio) y color rojo (alto), teniendo en cuenta los niveles de 
adipoquinas inducidos por cada cepa en el co-cultivo (TNFα, IL-6, MCP-1, IL-10, leptina y Ob-R).  
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El uso de microorganismos con propiedades para modular los niveles de 
adipoquinas (leptina principalmente) podría ser una estrategia para el tratamiento de 
algunas enfermedades metabólicas asociadas con alteraciones inmunes. Este enfoque podría 
ser fácilmente aplicable en la obesidad y la desnutrición. Para tal fin seleccionamos estas tres 
cepas (L. fermentum CRL1446, L. casei CRL431 y L. lactis CRL1434) con características 
diferentes que nos permitirán establecer si existe una correlación entre la selección in vitro y 
sus efectos in vivo. 
Breve reseña de las BL seleccionadas 
L. fermentum CRL1446 es un microorganismo con propiedades hipoglucémicas e 
hipocolesterólemicas determinado en modelos experimentales en ratón (Abeijón Mukdsi et 
al., 2012; Russo et al., 2016). Esta cepa, que posee la característica de regular los niveles de 
leptina y de poseer un perfil inflamatorio bajo, con valores similares a los basales (resultados 
in vitro obtenidos en este capítulo) podría ser una interesante alternativa para estrategias 
orientadas a tratar la obesidad. 
En relación a L. casei CRL431, es un probiótico de trayectoria reconocida, con 
demostrados efectos inmunomoduladores, protección frente a infecciones en huéspedes 
desnutridos (Gauffin et al., 2002a; Zelaya et al., 2012), activación de la inmunidad de la 
mucosa intestinal (Galdeano and Perdigón, 2006) y la migración de la activación local a nivel 
sistémico (Villena et al., 2011; Marranzino et al., 2012). A pesar de todos los estudios 
disponibles no se estudió hasta ahora su capacidad adipomoduladora, con lo cual nuestros 
resultados son un aporte para dilucidar los mecanismos que esta cepa utiliza para ejercer 
sus reconocidos efectos probióticos. La inducción de la producción de leptina ejercida por 
L. casei CRL431 observada en el co-cultivo la transforman en una de las cepas con mayor 
potencial para aliviar las alteraciones inmunometabólicas asociadas a la desnutrición.     
L. lactis CRL1434 fue la cepa que mostró el mayor efecto inmunomodulador y 
adipomodulador in vitro, con los mayores niveles de citoquinas (macrófagos y adipocitos), 
y elevados niveles de leptina (adipocitos y co-cultivo Mac-Adi-BL), lo cual la postula como 
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una gran candidata para ser evaluada en modelos de malnutrición in vivo, y poder comparar 
sus efectos con las dos cepas anteriores. 
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Conclusiones 
Este capítulo nos permitió determinar la capacidad adipomoduladora de 
diferentes BL in vitro, algo que no se había estudiado hasta el momento. Determinamos 
que la capacidad inmunobiótica (sobre macrófagos) de las cepas evaluadas afecta su 
capacidad adipomoduladora (sistema Mac-Adi-BL). En este sistema, las BL 
demostraron tener una gran influencia ya que no sólo modularon la producción de 
leptina (efecto cepa dependiente) sino también afectaron la expresión de su receptor 
(Ob-R en macrófagos) con lo cual pueden regular tanto los niveles de la adipoquinas 
como su sensibilidad.  
En este contexto, abordamos el desarrollo de un método de screening de 
microorganismos (in vitro) con potencial terapéutico en malnutrición, que nos permitió 
seleccionar tres cepas de BL con diferentes efectos adipomoduladores para su posterior 
evaluación in vivo.  
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Capítulo II
                       Obesidad, la epidemia del siglo XXI 
Efecto de bacterias lácticas adipomoduladoras en un 
modelo murino de obesidad  
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Introducción 
Hasta principios del siglo XX, se consideraba a la obesidad como una problemática 
individual, producto del descontrol con las comidas, y por lo tanto de total responsabilidad 
de cada individuo. Esta situación se fue modificando a lo largo del tiempo y en la actualidad 
la obesidad es declarada una epidemia multifactorial que representa una gran problemática 
para la salud pública y la economía mundial (Ng et al., 2014), e involucra y responsabiliza a 
cuatro áreas importantes de la sociedad “el consumidor”, “el estado”, “la industria 
alimentaria” y “las ciencias de la salud”. 
Hasta ahora, a pesar de la intensa investigación, los mecanismos subyacentes 
implicados en el desarrollo de obesidad no han sido completamente aclarados. Sin embargo, 
ha quedado bien establecido que tres factores principales (dieta, genética y MI) interactúan 
entre sí y establecen el perfil inmuno-metabólico que determina el estado de salud general 
del hospedador. El intestino, el cerebro y el tejido adiposo son los órganos afectados 
principalmente por la interacción de estos tres factores dando lugar al desarrollo de esta 
enfermedad (Wit et al., 2008, Blüher, 2009; Kälin et al., 2015). El papel de la inmunidad de la 
mucosa intestinal (IMI) y del tejido adiposo visceral (TAV), es crítico para controlar la 
homeostasis local, sistémica y la desregulación inmuno-metabólica asociada a la obesidad 
inducida por la dieta (OID) (Sanz et al., 2013b), (Kredel and Siegmund, 2014;, Lean and 
Malkova, 2015). A su vez, el sistema inmune juega un papel clave en la regulación de la 
microbiota intestinal además de ser profundamente afectado por la dieta, con lo cual 
además de su papel en la infección/ inflamación, la inmunidad puede jugar un papel clave 
en la promoción de la salud o el desarrollo de enfermedades metabólicas (Palm et al., 2015; 
De Rosa et al., 2015).  
La microbiota intestinal humana abarca un ecosistema densamente poblado que 
proporciona funciones esenciales para el hospedador, afectando el metabolismo y la 
maduración inmune en un estado de simbiosis (Hooper and Macpherson, 2010), pero 
cambios en la composición de la microbiota intestinal (disbiosis) se han observado en la 
obesidad, y algunos experimentos con animales han sugerido esto como una causalidad del 
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desarrollo de esta enfermedad (Cani et al., 2007; Cani, 2014, Kredel and Siegmund, 2014; 
Cani and Everard, 2015). En los seres humanos y ratones, el desarrollo de la obesidad se 
correlaciona, en la mayoría de los casos, con cambios en la abundancia relativa de dos filos 
bacterianos dominantes en el intestino, Bacteroidetes y Firmicutes, reportándose una 
reducción del primero y un aumento del segundo, lo cual incrementa el índice 
Firmicutes/Bacteroidetes  (F/B) (Xu and Gordon, 2003; Martens et al., 2008). Además, se ha 
demostrado que la transferencia de la microbiota intestinal de ratones genéticamente obesos 
(ob/ob) a ratones de tipo salvaje (WT) libres de gérmenes conduce a un aumento de la masa 
grasa, dando lugar a la especulación de que la microbiota intestinal promueve la obesidad 
mediante el aumento de la capacidad del huésped para extraer energía a partir de los 
alimentos ingeridos (Hooper et al., 2001), además de controlar la ingesta de alimentos y la 
distribución de dicha energía (Parekh et al., 2014).  
El tejido adiposo (TA) se encuentra en la intersección de la nutrición, el metabolismo 
y la inmunidad. La inflamación del TA fue propuesto como un mecanismo central en el 
desarrollo de obesidad y sus complicaciones metabólicas y vasculares (Mraz and Haluzik 
2014). Células inmunes residentes del TA son el segundo mayor componente celular 
después de los adipocitos y, como tal, juegan un papel importante en el mantenimiento de 
la homeostasis local y sistémica. Los cambios inducidos por la obesidad en el número de 
células, la funcionalidad y el perfil de adipoquinas, resulta en la activación de la respuesta 
inflamatoria local y sistémica, que marca la transición de la simple adiposidad a la 
resistencia a insulina, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) o hígado graso no alcohólico (NAFLD) 
asociados a la obesidad.  
Teniendo en cuenta todo esto, se puede apreciar el papel fundamental que 
desempeña la inmunidad en la promoción de la salud o la enfermedad metabólica (Slack et 
al., 2009; Fujimura et al., 2010) y destacar las estrategias secundarias mediante la utilización 
de prebióticos y probióticos, que tratan de contrarrestar estos efectos, regulando el perfil de 
citoquinas y adipoquinas, para  restablecer los cambios inmuno-metabólicos inducidos por 
la dieta.
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Evaluar los efectos de una dieta alta en grasas (DAG) 
con y sin la administración de Lactobacillus fermentum 
CRL1446, Lactobacillus casei CRL431 y Lactococus lactis 
CRL1434, sobre parámetros metabólicos, inmunológicos y la 
composición de la microbiota intestinal.
Objetivo 
Efecto de BL adipomoduladoras en obesidad Capitulo II 
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Resultados 
Efecto de la DAG y la administración de BL sobre la ganancia de peso corporal 
El peso es uno de los parámetros que se utiliza para definir el índice de masa corporal 
(IMC) de un individuo, y con él se establece por definición su estado nutricional. La 
ganancia de peso corporal deriva del anterior y se define como el aumento de peso en un 
tiempo determinado. Es fundamental en intervenciones dietéticas ya que refleja cambios 
macroscópicos inducidos por la dieta sobre un determinado organismo, es una manera 
directa y rápida de seguir la evolución de un tratamiento dietario y correlacionarlo con 
cambios en el tamaño y funcionalidad de órganos importantes como el tejido adiposo y las 
alteraciones inmuno-metabólicas a nivel sistémico. En la Figura 16 se puede observar el 
efecto de los diferentes tratamientos dietarios sobre el peso corporal (PC) expresado en 
gramos (g) totales al final del período de estudio o como GPC (g final-g inicial/tiempo), a 
los 7, 20 y 45 días. Observamos que la dieta DAG indujo un aumento de PC del 18% a los 20 
días y del 22% a los 45 días de tratamiento, comparado con el grupo DE. En este caso la GPC 
fue significativamente elevada por la administración de una DAG, con un aumento del 60%, 
en comparación con el grupo DE. Por otro lado, los tratamientos DAG-CRL1446 y DAG-
CRL1434 mostraron una reducción significativa comparados con el grupo DAG. La 
suplementación de la DAG con la cepa CRL1446 (DAG-CRL1446) mostró los valores de GPC 
más bajos, siendo significativamente menor al grupo DE a los 7 días. A los 20 días, la GPC 
de los grupos DAG-CRL1446 y DAG-CRL1434 no se diferenció significativamente del grupo 
control (DE), y a los 45 días, a pesar de seguir induciendo una reducción significativa de la 
GPC con respecto al grupo DAG, no se alcanzaron los valores del grupo control DE. La 
suplementación de la DAG con la cepa CRL431 solo mostró una reducción significativa 
sobre el peso corporal a los 20 días comparado con el grupo DAG. Los resultados indican 
un fuerte efecto cepa dependiente sobre el PC y la GPC.   
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Figura 16| Peso corporal (g) (A), y ganancia de peso (g) (B), a los 7, 20 y 45 días después de la intervención 
dietética proporcionada por una dieta estándar (DE), o una dieta alta en grasas (DAG) con y sin la administración 
de BL: Lactobacillus fermentum CRL1446 (RC-CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (RC-CRL1434) y Lactobacillus
casei CRL431 (RC-CRL431) en una dosis de 1x108 UFC/mL. Cada grupo de datos representa la media ± ES (error 
estándar) de 8 ratones, letras diferentes indican diferencia significativa, por el test de ANOVA con ensayo post 
hoc de Tukey (p<0,05). 
Efecto de la DAG y la administración de BL sobre la conversión alimenticia 
La GPC, como mencionamos anteriormente, es un parámetro fundamental a tener 
en cuenta en modelos nutricionales ya que refleja cambios macroscópicos inducidos por la 
dieta sobre un determinado organismo y junto a la ingesta de alimentos nos permite evaluar 
la capacidad de un organismo para transformar gramos de alimentos consumidos en 
gramos de peso corporal, lo que se conoce como conversión alimenticia (CA) o coeficiente 
B
A
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de conversión alimenticia (CCA). Estos parámetros están estrechamente relacionados a la 
estructura de la microbiota intestinal (Raoult, 2008) y son afectados por la dieta. La 
modificación del ecosistema intestinal por la administración de BL podría tener influencia 
sobre este parámetro, ya sea para contrarrestar o favorecer al efecto de la dieta.  
En este trabajo evaluamos la CA con el fin de determinar si la administración de las 
BL seleccionadas ejercen efecto sobre este parámetro. En este trabajo, fue determinada la CA 
como el cociente entre la GPC (g final-g inicial/tiempo) y la ingesta de alimento (g) de los 
animales durante 7 semanas (Figura 17). La DAG mostró un aumento significativo de la CA, 
con respecto al grupo DE en todos los tiempos evaluados, incluso a los 7 días de tratamiento 
con DAG se observó el mayor aumento para este parámetro, siendo 3 veces mayor que el 
grupo DE. La suplementación de DAG con las tres cepas en estudio CRL1446, CRL1434 y 
CRL431 indujo una reducción significativa de la CA a lo largo de todo el tiempo que duró 
el ensayo. En este sentido las cepas que se destacaron fueron CRL1446 y CRL1434, 
demostrando que la suplementación de la DAG con BL tiene influencia en la CA. 
Figura 17| Conversión alimenticia (CA) a los 7, 20 y 45 días. La CA es el cociente entre el alimento consumido 
(g) y la ganancia de peso corporal (g) expresado en porcentaje, después de la intervención dietética 
proporcionada por una dieta estándar (DE), o una dieta alta en grasas (DAG) con y sin la administración de BL: 
Lactobacillus fermentum CRL1446 (DAG-CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (DAG-CRL1434) y Lactobacillus casei
CRL431 (DAG-CRL431) en una dosis de 1x108 UFC/mL. Cada grupo de datos representa la media ± ES (error 
estándar) de 10 ratones, letras diferentes indican diferencia significativa, por el test de ANOVA con ensayo post 
hoc de Tukey (p<0,05). 
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Efecto de la DAG y la administración de BL sobre parámetros bioquímicos 
Los niveles de azúcares y lípidos en sangre son una medida directa del metabolismo 
global de un organismo. Son fundamentalmente afectados por la dieta y nos dan una 
medida directa del funcionamiento de hormonas metabólicamente claves como insulina, 
glucagón, leptina, etc. Los estados de malnutrición tienden a desregular los niveles normales 
o de homeostasis que se correlacionan con un buen estado de salud general. Nuestro 
objetivo es determinar estos parámetros alterados por la DAG y analizar los efectos de BL 
cuando son administradas conjuntamente con la dieta durante 7 semanas. 
Para esto se determinó en plasma los niveles de colesterol total, triglicéridos y 
glucosa (Figura 18), por métodos enzimáticos utilizando kits colorimétricos comerciales.  
Determinamos que la DAG aumentó significativamente el nivel de glucosa, 
colesterol y triglicéridos tanto a los 20 como a los 45 días, comparados con los animales 
alimentados con la DE. La suplementación de la DAG con las cepas CRL1446 y CRL1434 
indujo la reducción significativa de los tres metabolitos analizados comparados con el grupo 
DAG, en ambos tiempos evaluados. La administración de CRL431 disminuyó 
significativamente los niveles de glucosa y triglicéridos a los 20 días (Figura 18 A y C) y los 
niveles de colesterol total a los 20 y 45 días (Figura 18 B), comparado con el grupo DAG. 
Nuestros resultados demuestran el efecto cepa dependiente sobre el metabolismo de 
azúcares y lípidos ejercido por BL. 
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Figura 18| Niveles en plasma de glucosa (A), colesterol total (B) y triglicéridos (C), a los 20 y 45 días de la 
administración de una dieta estándar (DE), o una dieta alta en grasas (DAG) con y sin la suplementación de BL: 
Lactobacillus fermentum CRL1446 (DAG-CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (DAG-CRL1434) y Lactobacillus casei
CRL431 (DAG-CRL431) en una dosis de 1x108 UFC/mL. Cada grupo de datos representa la media ± ES (error 
estándar) de 8 ratones, letras diferentes indican diferencia significativa, por el test de ANOVA con ensayo post 
hoc de Tukey (p<0,05). 
A
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Efecto de la DAG y la administración de BL sobre los niveles de leptina y 
citoquinas  
En la Figura 19, observamos que la DAG induce un potente efecto adipomodulador, 
aumentando significativamente los niveles de leptina en plasma; en 1.37 veces a los 20 días 
y en 1.44 veces a los 45 días, comparados con la DE. La suplementación con BL modificó en 
todos los casos el efecto de la DAG. La cepa CRL431 indujo un aumento de los niveles de 
leptina, que fue significativamente superior al inducido por la DAG, mientras que las cepas 
CRL1446 y CRL1434 indujeron una reducción significativa de los valores de la misma, 
alcanzando los niveles del grupo control (DE). 
Figura 19| Niveles en plasma de leptina a los 20 y 45 días de la administración de una dieta estándar (DE), 
o una dieta alta en grasas (DAG) con y sin la suplementación de BL: Lactobacillus fermentum CRL1446 (DAG-
CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (DAG-CRL1434) y Lactobacillus casei CRL431 (DAG-CRL431) en una dosis 
de 1x108 UFC/mL. Cada grupo de datos representa la media ± ES (error estándar) de 8 ratones, letras diferentes 
indican diferencia significativa, por el test de ANOVA con ensayo post hoc de Tukey (p<0,05).
También determinamos en plasma, los niveles de citoquinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, 
IL-17A, IFN-γ, TNF-α y MCP-1) a los 45 días de intervención. Solo observamos cambios 
significativos en los niveles de IL-10, IL-6, TNF-α y MCP-1 (Figura 20). La DAG aumentó 
significativamente los niveles de IL-6, TNF-α y MCP-1, al mismo tiempo que redujo los 
niveles de IL-10, demostrando un efecto pro-inflamatorio, comparada con la DE. La 
suplementación con las cepas CRL1446 y CRL1434 restableció totalmente los niveles de 
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citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF-α y MCP-1) y parcialmente la citoquina anti-
inflamatoria (IL-10) afectadas por la DAG. La suplementación con la cepa CRL431 indujo 
aumentos significativos sobre los niveles de IL-6 e IL-10, comparados con el grupo DAG. 
Figura 20| Niveles en plasma de IL-10 (A),  TNF-α (B, IL-6 (C), MCP-1 (D), IFN (E), IL-2 (F), IL-17 (G) e IL-
4 (H), a los 45 días de la administración de una dieta estándar (DE), o una dieta alta en grasas (DAG) con y sin 
la suplementación de BL: Lactobacillus fermentum CRL1446 (DAG-CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (DAG-
CRL1434) y Lactobacillus casei CRL431 (DAG-CRL431) en una dosis de 1x108 UFC/mL. Cada grupo de datos 
representa la media ± ES (error estándar) de 8 ratones, letras diferentes indican diferencia significativa, por el 
test de ANOVA con ensayo post hoc de Tukey (p<0,05).
Efecto de la DAG y la administración de BL sobre el tejido adiposo (TA), hígado 
y bazo 
En este trabajo de Tesis evaluamos el peso de hígado, bazo y tejido adiposo (TA) 
(visceral (total), epididimal y mesentérico); pero solo observamos diferencias significativas 
en el TA. En el cual, no sólo demostramos cambios en la estructura de las células adiposas 
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sino también en su funcionalidad. La DAG aumentó significativamente el peso del TA 
visceral en 1.7 veces a los 20 días y 1.6 veces a los 45 días con respecto a la DE (Figura 21). 
El efecto fue mayor en el tejido adiposo epididimal donde se observó la mayor diferencia 
significativa entre ambos grupos (DAG vs DE). La suplementación de la DAG con CRL431 
(DAG-CRL431) indujo una reducción significativa sobre el tejido adiposo epididimal, pero 
no mostró cambios significativos sobre el TA visceral, comparado con el grupo DAG. Por 
otro lado, la suplementación de la DAG con las cepas CRL1446 y CRL1434 indujo una 
disminución significativa del TA visceral, mesentérico y epididimal comparado con el 
grupo DAG. Mediante cortes histológicos teñidos con hematoxilina-eosina (Figura 23) 
observamos cambios en la estructura del tejido TA, tanto en área como en número de 
adipocitos entre los diferentes grupos (Figura 22). La DAG aumentó significativamente el 
número de adipocitos entre 2000 y 4000 µm2 (adipocitos de mayor tamaño) a los 20 días y 
entre 3000 y 8000 µm2 (adipocitos de mayor tamaño) a los 45 días, y redujo el número de 
adipocitos de menor tamaño (entre 1000-2000 µm2) con respecto a la DE tanto a los 20 como 
45 días. La suplementación de la DAG con las cepas CRL1446 y CRL1434 indujo una 
reducción significativa de adipocitos medianos (1000-2000 µm2) y de gran tamaño (2000-
4000 µm2) a los 20 días, al mismo tiempo que aumentaron significativamente los adipocitos 
pequeños (500-1000 µm2) comparados con el grupo DAG (Figura 22 A). La cepa CRL431 
incremento los adipocitos medianos (1000-2000 µm2) y redujo significativamente los 
adipocitos de gran tamaño (2000-4000 µm2) a pesar que el efecto no fue tan marcado como 
el de las otras cepas (CRL1446 y CRL1434). A los 45 días (Figura 22 B), sola la 
suplementación con la cepa CRL1446, mantuvo aumentado los adipocitos pequeños (1000-
2000 µm2) con la cual observamos un incremento muy marcado de adipocitos pequeños 
(000 µm2) y una reducción casi total de adipocitos de mayor tamaño e intermedios (entre 
1000-2000 y ≥2000 µm2).  
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Figura 21| Peso del tejido adiposo visceral (A), mesentérico (B) y epididimal (C), cada 100 gramos de peso 
corporal (%) a los 20 y 45 días, de ratones alimentados con una dieta estándar (DE) o una dieta alta en grasas 
(DAG), con y sin la administración de BL: Lactobacillus fermentum CRL1446 (CR-CRL1446), Lactococus lactis 
CRL1434 (CR-CRL1434) y Lactobacillus casei CRL431 (CR-CRL431) en una dosis de 1x108 UFC/mL. Cada grupo 
de datos representa la media ± ES (error estándar) de 8 ratones, letras diferentes indican diferencia significativa, 
por el test de ANOVA con ensayo post hoc de Tukey (p<0,05). 
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Figura 22| Número de adipocitos en función del área a los 20 días (A) y 45 días (B), de ratones alimentados 
con una dieta estándar (DE) o con una dieta alta en grasas (DAG), con y sin la suplementación de BL: Lactobacillus 
fermentum CRL1446 (DAG-CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (DAG-CRL1434) y Lactobacillus casei CRL431 
(DAG-CRL431) en una dosis de 1x108 UFC/mL. Cada grupo de datos representa la media ± ES (error estándar) 
de 8 ratones, letras diferentes indican diferencia significativa, por el test de ANOVA con ensayo post hoc de 
Tukey (p<0,05). Los adipocitos del tejido adiposo epididimal fueron agrupados por rangos de tamaño como 
sigue: áreas < 500; 500-1000; 1.000-2.000; y 2.000-4.000 µm2.  
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Figura 23|
A
dipocitos a los 20 días (20) y
45 días (45),de ratones alim
entados con una dieta estándar (D
E) o con una restricción calórica del 25%
 (RC), con 
y sin la suplem
entación de BL: Lactobacillus ferm
entum
 CRL1446 (RC-CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (RC-CRL1434) y Lactobacillus
casei CRL431 (RC-
CRL431) en una dosis de 1x10
8 U
FC/m
L. Las im
agenes fueron tom
adas con un m
icroscopio Carl Zeiss - A
xio Scope.A
1, con un objetivo de 40x, con luz visible, 
y las fueron analizadas con el shoftw
are Carl Zeiss – A
xio Vision reléase 4.8. 
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Efecto de la DAG y la administración de BL sobre la funcionalidad de 
adipocitos ex vivo. 
Además de evaluar la estructura del TA de los animales con diferentes tratamientos 
dietarios, también evaluamos la funcionalidad de adipocitos ex vivo mediante la producción 
de leptina (Figura 24) y la funcionalidad de macrófagos peritoneales mediante la producción 
de citoquinas (TNF-α, IL-6 e IL-10) y MCP-1 (Figura 25).  
Los adipocitos extraídos de los diferentes grupos mostraron un perfil diferencial de 
producción de leptina. La DAG, si bien, no afectó la producción basal (DMEM, sobrenadante 
sin estímulo) de esta hormona con respecto al grupo DE, incrementó la respuesta al estímulo 
con LPS, mostrando mayores niveles de producción de leptina en ambos tiempos (20 y 45 
días). La suplementación de la dieta DAG con las 3 cepas en estudio redujo los niveles de 
leptina en los adipocitos estimulados con LPS, esta reducción fue significativa cuando se 
suplementó la dieta con CRL1446 y CRL1434, comparados con el grupo DAG, mientras que 
la cepa CRL431 no mostró diferencias significativas.  
Figura 24| Niveles de leptina producidos por adipocitos ex vivo con o sin estímulo de LPS, a los 20 (A) y 45 
(B) días. Los adipocitos fueron extraídos del TA epididimal de ratones alimentados con una dieta estándar (DE), 
o una dieta alta en grasas (DAG) con y sin la suplementación de BL: Lactobacillus fermentum CRL1446 (DAG-
CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (DAG-CRL1434) y Lactobacillus casei CRL431 (DAG-CRL431) en una dosis 
de 1x108 UFC/mL. Cada grupo de datos representa la media ± ES (error estándar) de 8 ratones, letras diferentes 
indican diferencia significativa, por el test de ANOVA con ensayo post hoc de Tukey (p<0,05).  
A B
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Efecto de la DAG y la administración de BL sobre la funcionalidad de 
macrófagos peritoneales ex vivo. 
Evaluamos además, la funcionalidad de macrófagos peritoneales ex vivo mediante 
la producción citoquinas (TNF-α, IL-6 e IL-10) y MCP-1) (Figura 25).  Observamos que la 
DAG redujo la producción de IL-10 (Figura 25D) a los 20 y 45 días y aumentó TNF-α, IL-6 
y MCP-1 (citoquinas y quimoquina pro-inflamatorias) a los 45 días, cuando los macrófagos 
fueron estimulados con LPS, con respecto a los macrófagos del grupo DE. Por otro lado, no 
observamos diferencias significativas en la producción basal (DMEM, sobrenadante sin 
estímulo) de citoquinas por los macrófagos de los diferentes grupos, salvo para los valores 
de TNF-α (Figura 25A) y MCP-1 (Figura 25C) que estuvieron aumentados en los macrófagos 
del grupo DAG, comparados con el grupo DE. La administración de las BL restableció los 
niveles de IL-10 (Figura 25D) a valores similares al grupo DE, cuando los macrófagos eran 
desafiados (LPS), destacándose la cepa CRL1434 que mostró los niveles más elevados. Por 
otro lado, la administración de CRL1446 y CRL1434 indujo una reducción significativa de 
los niveles de citoquinas y quimoquinas pro-inflamatorias (TNF-α, IL-6 y MCP-1) 
aumentados por la DAG. En cuanto a los valores obtenidos para la producción de MCP-1, 
la cepa CRL431 no se diferenció significativamente del grupo DAG (Figura 25 C). 
Demostrando así un efecto inmunomodulador diferencial de las cepas sobre macrófagos 
peritoneales. 
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Figura 25| Niveles de TNF-α (A), IL-6 (B), MCP-1 (C) e IL-10 (D), producidos por macrófagos peritoneales 
con o sin estimulo de LPS a los 20 y 45 días, de ratones alimentados con una dieta estándar (DE), o una dieta alta 
en grasas (DAG) con y sin la suplementación de BL: Lactobacillus fermentum CRL1446 (DAG-CRL1446), Lactococus 
lactis CRL1434 (DAG-CRL1434) y Lactobacillus casei CRL431 (DAG-CRL431) en una dosis de 1x108 UFC/mL. 
Cada grupo de datos representa la media ± ES (error estándar) de 8 ratones, letras diferentes indican diferencia 
significativa, por el test de ANOVA con ensayo post hoc de Tukey (p<0,05).  
B20 Días  45 Días  
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Efecto de la DAG y la administración de BL sobre la composición de la 
microbiota intestinal 
             Las comunidades microbianas presentes en las muestras de heces de ratones (n = 6) 
de los diferentes grupos se analizaron por secuenciación masiva y paralela de amplicones 
de DNAr 16S. La Tabla 4 presenta los índices Sobs, Chao, Shannon and Simpson de alfa
diversidad. La riqueza observada (análisis de rarefacción) demostró que la DAG indujo una 
gran reducción de especies microbianas intestinales teóricas cuando se compraron con 
sujetos alimentados con DE y de otros grupos con DAG suplementados con BL (Sobs). 
Curiosamente, la condición DAG parece mantener la diversidad en términos de 
homogeneidad de las comunidades, ya que mantuvo constante el índice de Shannon con el 
paso del tiempo (20 y 45 días). Mientras que la suplementación de la dieta DAG con las tres 
cepas permitió aumentar la diversidad en términos de homogeneidad ya que incrementó el 
índice de Shannon con el paso del tiempo. Finalmente, la suplementación de DAG con las 
cepas CRL1446 y CRL431 permitió una ganancia de diversidad con el paso del tiempo (20 y 
45 días) ya que redujeron el índice de Simpson a menos de la mitad. 
Tabla 4| Índices de alfa diversidad de las comunidades microbianas analizadas. 
Comunidades microbianas analizadas en heces de ratones alimentados con una dieta estándar (DE), o una dieta 
alta en grasas (DAG) con y sin la suplementación de BL: Lactobacillus fermentum CRL1446 (DAG-CRL1446), 
Lactococus lactis CRL1434 (DAG-CRL1434) y Lactobacillus casei CRL431 (DAG-CRL431) en una dosis de 1x108 
UFC/mL. (Sobs, Chao, Shannon y Simpson).  
Muestras Distancia Coeficientes de alfa diversidad
Sobs Chao Shannon Simpson 
DE (20 días) 0,03 1374 10684,8871 3,677733 0,083645
DE (45 días) 0,03 1400 8550,039474 3,477148 0,196255
DAG (20 días) 0,03 1165 11516,06977 3,464834 0,079425
DAG (45 días) 0,03 1111 7788,684211 3,618846 0,074245
DAG-Lf1446 (20 días) 0,03 1288 11718,67925 3,154184 0,145135
DAG-Lf1446 (45 días) 0,03 1464 10134 4,219774 0,057941
DAG-Ll1434 (20 días) 0,03 1344 9621,514286 3,952231 0,055496
DAG-Ll1434 (45 días) 0,03 1421 12393,96667 4,014881 0,058305
DAG-Lc431 (20 días) 0,03 1250 12076,4 3,250251 0,105967
DAG-Lc431(45 días) 0,03 1399 9862,085714 4,338758 0,038472
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               Nuestros resultados demuestran algunos cambios importantes en la composición 
de la microbiota intestinal a nivel de phylum (Figura 26) y género (Figura 27) entre nuestros 
grupos de estudio. La DAG cambió la abundancia relativa de ciertos grupos de bacterias en 
las muestras fecales de los ratones. En primer lugar, indujo un aumento del phylum
Proteobacteria (phylum relacionado con bacterias potencialmente patógenas) a los 20 días 
comparado con el grupo DE. Por otro lado, mostró un aumento muy marcado del phylum 
Firmicutes llegando a representar casi el 90% del total de la microbiota del grupo DAG a los 
45 días, este aumento permitió que el grupo DAG presente los valores del índice F/B más 
elevados de todos los grupos de estudio al final del experimento. Otro phylum afectado por 
la DAG fue Bacteroidetes, el cual se redujo a la mitad cuando se comparó con el grupo DE a 
los 45 días. Finalmente observamos un leve incremento del phylum Actinobacteria a los 45 
días inducido por la DAG, comparado con el grupo DE. A pesar de aumentar el phylum
Firmicutes, la DAG indujo una disminución del género Lactobacillus (género correlacionado 
con bacterias potencialmente probióticas) con el paso del tiempo (entre los 20 y los 45 días). 
También observamos que el incremento del phylum Actinobacteria se correspondió a un 
aumento del género Bifidobacterium a los 45 días de tratamiento, inducido por la DAG.
Finalmente, otros géneros que mostraron aumento por la DAG respecto al grupo DE fueron, 
Roseburia, Ruminococcus, Lachnospiraceae y Clostridium XVIII, géneros sacarolíticos 
relacionados con la producción de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) y el metabolismo 
lipídico (Devillard et al., 2007). La suplementación de la DAG con las 3 cepas en estudio 
(CRL1446, CRL1434 y CRL431) indujo una reducción del phylum Firmicutes y un aumento 
de Bacteroidetes, permitiendo una reducción del índice F/B (Figura 28) comparados con el 
grupo DAG. A nivel de género la administración de las 3 cepas incrementó principalmente 
los géneros Alistipes, Dorea, Barnesiella y Clostridium XIVa, además del aumento del género 
Lactobacillus inducido sólo por la cepa CRL1446, que se mantuvo en el tiempo a diferencia 
de los otros grupos que mostraron una disminución de este género con el paso del tiempo 
(entre los 20 y 45 días). 
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Figura 25| Abundancia relativa (%) a nivel de phylum, en heces de ratones alimentados con una dieta estándar 
(DE), o una dieta alta en grasas (DAG) con y sin la suplementación de BL: Lactobacillus fermentum CRL1446 (DAG-
CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (DAG-CRL1434) y Lactobacillus casei CRL431 (DAG-CRL431) en una dosis 
de 1x108 UFC/mL.  Cada grupo de datos representa la media de 6 ratones. Se presentan los 5 principales phylum 
que representan más del 99% de la MI.  
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Figura 26| Abundancia relativa (%) a nivel de géneros, en heces de ratones alimentados con una dieta estándar 
(DE), o una dieta alta en grasas (DAG) con y sin la suplementación de BL: Lactobacillus fermentum CRL1446 (DAG-
CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (DAG-CRL1434) y Lactobacillus casei CRL431 (DAG-CRL431) en una dosis 
de 1x108 UFC/mL. Cada grupo de datos representa la media de 6 ratones. 
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Figura 27| Índice Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) para los diferentes grupos de ratones alimentados con una 
dieta estándar (DE), o una dieta alta en grasas (DAG) con y sin la suplementación de BL: Lactobacillus 
fermentum CRL1446 (DAG-CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (DAG-CRL1434) y Lactobacillus casei CRL431 
(DAG-CRL431) en una dosis de 1x108 UFC/mL. Cada grupo de datos representa la media de 6 ratones.  
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Discusión 
           En este capítulo evaluamos los efectos de una DAG con y sin la administración de 
diferentes BL adipomoduladoras, L. fermentum CRL1446, L. lactis CRL1434 y L. casei CRL431 
sobre parámetros metabólicos, inmunológicos y la estructura de la microbiota intestinal. 
Utilizamos un modelo de dieta alta en grasas (35% de grasas) (DAG), donde el 60% de las 
calorías es aportado por los lípidos. Este es un modelo ampliamente utilizado para inducir 
obesidad en roedores, que imita los trastornos metabólicos asociados a la obesidad humana 
y permite verlos en cortos períodos de tiempo, de 4 a 7 semanas (Wang and Liao, 2012). Con 
este modelo inducimos un aumento del peso corporal (18 a 22 %) y de la ganancia de peso 
(GP) (60%) comparado con el grupo control DE. Estos cambios se asociaron a alteraciones 
bioquímicas, inmunológicas y de la estructura de la microbiota intestinal (MI), cambios que 
han sido reportados por varios autores (Núñez et al., 2013)(Cano et al., 2013b; Núñez et al., 
2014).  
          Las determinaciones se realizaron en dos períodos de tiempo, 20 y 45 días, con el fin 
de establecer los efectos del tiempo, además del de la dieta y de la suplementación con BL, 
sobre los parámetros evaluados. 
          La administración de una DAG durante 45 días, como ya mencionamos indujo un 
aumento del peso corporal comparado con la DE, este efecto se asoció a un marcado 
aumento de la conversión alimenticia (CA), con respecto al grupo DE. En este sentido no 
solo la DAG mostró efectos sobre la GP y la CA sino también la suplementación con BL. Dos 
de las cepas, CRL1446 y CRL1434, indujeron una disminución significativa de estos 
parámetros (GP y CA), manteniendo valores similares al grupo control DE, mientras que la 
suplementación con la cepa CRL431 a pesar que redujo levemente la CA, no mostró 
diferencias significativas sobre la GP con respecto al grupo DAG. De acuerdo con esto, 
algunos autores reportaron un aumento de la GP inducido por esta cepa, en un modelo de 
OID de 60 días (Núñez et al., 2013). Del mismo modo, Andersson et al. (Andersson et al., 
2010) también reportaron un aumento de peso en el grupo obeso suplementado con el 
probiotico Lactobacillus plantarum DSM 15313. Por otra parte, Sato et al., (Sato et al., 2008b)
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mostraron que la administración de Lactobacillus gasseri SBT2055, en un modelo murino de 
sobrepeso, redujo el tamaño de los adipocitos mesentéricos. Yoo et al., (Yoo et al., 2013) 
también reportaron efectos beneficiosos de la combinación dos cepas probioticas (L. 
plantarum y L. curvatus), la cual redujo la acumulación de grasa en hígado, TA y previno la 
obesidad inducida por la dieta. Esto, junto a nuestros resultados, demuestra que el efecto 
modulador sobre el peso corporal es cepa dependiente, lo que sugiere modificaciones sobre 
el metabolismo energético del hospedador y/o sobre un potencial de captación de energía 
diferente inducido por cada cepa.  
          Analizando el peso del TA y los cortes histológicos (hematoxilina-eosina), observamos 
una hipertrofia, incremento del peso (TA visceral, mesentérico y epididimal), acompañado 
con un mayor número de adipocitos de gran tamaño (TA epididimal), inducido por la DAG, 
comparado con la DE. Está establecido que el aumento de tamaño del TA está asociado a 
cambios en el perfil de adipoquinas (Skurk et al., 2007), y la desregulación metabólica (Sam 
and Mazzone, 2014b), lo que contribuye al desarrollo de enfermedades crónicas ligadas al 
envejecimiento como la obesidad, la diabetes tipo 2 y el cáncer (Rose et al., 2004). En 
consecuencia, en nuestro caso, la hipertrofia del TA inducida por la DAG, se correlaciono 
con aumentos de la producción de adipoquinas pro-inflamatorias como leptina, IL-6, TNF-
α y MCP-1, lo cual podrían ser uno de los principales mecanismos por los que esta dieta 
favorece los desequilibrios inmuno-metabólicos asociados con la obesidad (Fasshauer and 
Blüher, 2015; Sam and Mazzone, 2014). Cuando suplementamos la DAG con las diferentes 
BL, observamos que solo dos cepas, CRL1446 y CRL1434, revirtieron estas alteraciones, 
contrarrestando completamente la expansión del TA, con una reducción del peso del tejido 
y del área de los adipocitos que lo componen, comparados con el grupo DAG. En 
consecuencia, esto se asoció a una reducción significativa de los niveles plasmáticos de 
leptina, una adipoquina clave en el desarrollo de la obesidad inducida por la dieta. En este 
sentido, observamos que la DAG indujo un aumento significativo de los niveles plasmáticos 
de esta hormona, reflejando un estado de hiperleptinemia, que ya fue reportado por varios 
autores, que además demostraron la capacidad de ciertos macronutrientes de la dieta 
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(específicamente lípidos), para inducir leptinoresistencia (Scarpace and Zhang, 2009; 
Shapiro et al., 2008; Vasselli, 2012). 
         Recientemente, Cheng et al. reportaron la capacidad del ácido palmítico (AP, C16:0, 
presente en la DAG) para inducir resistencia central (hipotálamo) a leptina y demostraron 
que concentraciones elevadas de AP, sistémicas o centrales, pueden inducir respuesta pro-
inflamatoria y resistencia central a la leptina, asociada con trastornos de la homeostasis 
energética en hígado y alteraciones del metabolismo lipídico (Cheng et al., 2015). La 
suplementación de la DAG con las diferentes BL adipomoduladora, modifico los niveles de 
leptina de forma in vivo. Las cepas CRL1446 y CRL1434 indujeron una reducción de los 
niveles de la hormona, alcanzando niveles similares al control DE.  Esta reducción de los 
niveles de leptina se correlacionó con reducción de la GP, la CA, los niveles de glucosa y 
lípidos en plasma y una reducción del tamaño del TA, demostrando el potencial 
adipomodulador in vivo para estas cepas. Por otro lado, la suplementación con la cepa 
CRL431 indujo un aumento de los niveles de leptina comparado con el grupo DAG, lo cual 
explicaría en parte los efectos contrarios de esta cepa sobre alguno de los parámetros 
evaluados. En este aspecto, hemos reportado un incremento de los niveles de leptina 
inducidos por esta cepa en un modelo de re-nutrición (Fabersani E. et al. 2014).  
          Cuando analizamos los niveles de citoquinas en plasma, acoplado al aumento de 
leptina, detectamos aumentos de dos citoquinas pro-inflamatorias como TNF-α e IL-6, una 
quimoquina (MCP-1) y la reducción de una citoquina reguladora como IL-10, por parte de 
la DAG. Demostrando un estado inflamatorio crónico característico de la obesidad. Este 
estado pro-inflamatori inducido por la DAG también fue reportado por otros autores tanto 
en animales como en humanos (Novotny Núñez et al., 2015) y se establecio un vincula entre 
el desarrollo de obesidad y la resistencia a la insulina en la diabetes tipo II (Maachi et al., 
2004; McArdle et al., 2013). En este caso, las dos cepas que redujeron los niveles de leptina 
hicieron lo propio con los niveles de TNF-α, IL-6 y MCP-1, asociado principalmente a un 
incremento plasmático de IL-10. Esto pone de manifiesto la capacidad inmuno-moduladora 
in vivo de estas cepas, principalmente por mantener los niveles de IL-10 similares al grupo 
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control DE. Mientras que la suplementación con la cepa CRL431 a pesar de incrementar los 
niveles de IL-10, no pudo revertir los incrementos de las citoquinas pro-inflatorias inducidos 
por la DAG, quizás por mantener elevados los niveles de leptina. 
           En este contexto, fue reportado por varios autores una relación negativa entre la 
obesidad y los niveles de IL-10 (Blüher et al., 2005; Jung et al., 2008), y en algunos casos esta 
citoquina se correlaciono positivamente con la homeostasis energética y negativamente con 
la resistencia a la insulina. Recientemente, Nakata et al., (Nakata et al., 2016), informaron 
que la sobre expresión de IL-10 en ratones deficientes de leptina, redujo la hiperfagia, la 
adiposidad, el aumento de TNF-α y la resistencia a la insulina. Con lo cual consideramos 
que los aumentos de IL-10 y la reducción de los niveles de leptina inducidos por las cepas 
CRL1446 y CRL1434 podrían ser los principales mecanismos por los cuales ejercen sus 
efectos antiobesogenicos. 
           Los niveles plasmáticos de colesterol elevados son comúnmente asociados con la 
obesidad y la dislipidemia que se desarrollan progresivamente en modelos de obesidad 
inducida por la dieta (Do et al., 2011). En este caso observamos que los niveles de colesterol 
total (CT) aumentaron con la administración de la DAG, y que la suplementación con BL 
redujo los niveles de este lípido en plasma, con lo cual sugerimos que las 3 cepas evaluadas 
tienen un efecto hipocolesterolémico sobre el huésped, destacándose las cepas CRL1446 y 
CRL1434 que mostraron los mayores efectos. Hemos reportado un efecto 
hipocolesterolémico de la cepa CRL1446 en un modelo murino de restricción calórica (RC) 
(Russo et al., 2016), como así también en ratones alimentados con una dieta estándar,  que 
consumieron un queso desarrollado con esta cepa (Abeijón Mukdsi et al., 2013). Estos datos 
sumados a los reportados en este capítulo confirman la capacidad de CRL1446 para reducir 
los niveles de colesterol independientemente de la dieta administrada. Bhathena et al. 
(Bhathena et al., 2009), informaron que la cepa Lactobacillus fermentum LF11976 productora 
de feruloil esterasas (microencapsulada), disminuyo los lípidos séricos en hámsters 
hipercolesterolémicos. El ácido ferulico presenta propiedades hipocolesterolémicas ya que 
puede inhibir la hidroximetilglutaril CoA reductasa, enzima limitante de la velocidad en la 
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biosíntesis del colesterol y de la colesterol aciltransferasa, enzima que esterifica el colesterol 
en los tejidos (principalmente en hígado), o mediante el aumento de la excreción de esteroles 
ácidos (Balasubashini et al., 2003). Teniendo en cuenta que la cepa CRL1446 ha demostrado 
tener una elevada actividad feruloil esterasa tanto in vivo como in vitro (Mukdsi et al., 2012), 
este podría ser el mecanismo de acción por el cual ejerce su efecto hipocolesterolémico. Por 
otro lado otros autores han reportado la capacidad de la microbiota intestinal para influir 
sobre el metabolismo del colesterol tanto en animales como en humanos y las diferentes vías 
que pueden utilizarse para su síntesis y degradación (Gérard, 2013). De esta manera, las BL 
administradas al modular la estructura de la microbiota intestinal también podrían ejercer 
sus efectos sobre los niveles de colesterol de forma indirecta, a través de la MI, afectando la 
expresión y síntesis de genes relacionados al metabolismo lipídico. Yoo et al. (Yoo et al., 
2013) reportaron un aumento de los niveles plasmáticos y hepáticos de colesterol, inducidos 
por una dieta rica en grasas, y la reducción de este lípido por la administración de L. 
plantarum y L. curvatus. Núñez et al., también reportaron una reducción de los niveles de 
colesterol por la cepa CRL431 en un modelo de obesidad inducido por la dieta. Nuestros 
resultados, apoyan estos estudios realizados anteriormente (Núñez et al., 2014), a pesar de 
que el mecanismo de acción no está completamente dilucidado. Finalmente, la cepa CRL 
1434 es una cepa con gran capacidad inmunomoduladora evaluada in vitro, productora de 
CLA, que no había sido evaluada previamente en modelos de obesidad in vivo. En este caso
observamos un efecto hipocolesterolemico, que podría estar asociado a la producción de 
este compuesto bioactivo (CLA), para el cual se reportó la capacidad de reducir los niveles 
plasmáticos de colesterol (Wilson et al., 2006).  
          En cuanto al metabolismo de glucosa, observamos que la DAG aumentó los niveles 
plasmáticos de este azúcar con respecto a la DE. En este sentido, Cani et al. reportaron ya 
en el 2007, la alteración de la composición de la MI y la permeabilidad inducida por la DAG, 
la cual induce una endotoxemia metabolica que altera la respuesta inflamatoria y 
desencadena hiperglucemia y resistencia a la insulina (Cani et al., 2007c). En conjunto, estos 
datos establecen la fuerte relación existente entre la MI, la inflamación y las perturbaciones 
metabólicas.  Rabot et al. demostraron un menor consumo de calorías y un aumento de la 
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excreción de lípidos en ratones libres de gérmenes alimentados con una dieta alta en grasas, 
lo que contribuyó a la resistencia del desarrollo de obesidad y revelo que la sensibilidad a 
la insulina y el metabolismo del colesterol son objetivos metabólicos influenciados por la MI
(Rabot et al., 2010). Entre estas acciones regulatorias, la influencia de los microbios 
intestinales sobre el metabolismo energético es de particular interés, ya que se ha propuesto 
como una fuerza impulsora en la patogénesis de las enfermedades metabólicas, 
especialmente en obesidad. La suplementación con las tres cepas (CRL1446, CRL1434 y 
CRL431) mostró una reducción con respecto al grupo DAG sobre los niveles plasmáticos de 
glucosa. Esto demuestra un efecto de las cepas sobre el metabolismo de azucares, el cual 
podría estar asociado por un lado al perfil inmunomodulador (reducción de citoquinas pro-
inflamatorias y resistencia a insulina) y por otro a los cambios ejercidos sobre la microbiota 
intestinal. Nuestros resultados muestran principalmente una marcada reducción del phylum
Firmicutes y del índice F/B por la suplementación de la DAG con las tres BL en estudio. 
Teniendo en cuenta que las especies pertenecientes al phylum Firmicutes han demostrado 
una gran capacidad para degradar polisacáridos de la dieta y favorecer la absorción de 
azúcares y otros metabolitos (Krajmalnik-Brown et al., 2012; Flint et al., 2012) maximizando 
así el suministro de energía proporcionada por la dieta (Jumpertz et al., 2011). En este 
sentido varios autores han reportado la influencia de la MI sobre la sensibilidad a la insulina 
y tolerancia a la glucosa, esto al parecer asociado a los niveles de citoquinas proinflamatorias 
como TNF-α e IL-6 en plasma (Bäckhed et al., 2007; Rabot et al., 2010). Con lo cual 
demostramos el efecto hipoglucémico de las tres cepas en estudio, por la modulación del 
perfil inmunológico (CRL1446 y CRL1434) y la estructura de la MI (CRL1446, CRL1434 y 
CRL431). 
Los avances recientes en las tecnologías de secuenciación de alto rendimiento (HTS) están 
revolucionando nuestra evaluación y comprensión de las comunidades microbianas y 
permiten obtener una cobertura mucho más completa de las comunidades microbianas. Los 
cambios en la ganancia de peso corporal están muy asociados a la estructura de la 
microbiota intestinal y al coeficiente de conversión alimenticia (CA), debido a que uno de 
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los principales parámetros afectados por la microbiota es la obtención de energía a partir de 
la dieta (Bäckhed et al., 2004; Jumpertz et al., 2011b). Utilizando métodos de secuenciación 
de alto rendimiento para estudiar los cambios en las comunidades microbianas intestinales, 
encontramos que la microbiota intestinal se vio profundamente afectada por la DAG, esta
 permitió un incremento del índice F/B con respecto a la DE (Figura 27), mediante un 
aumento de miembros Firmicutes, lo que está de acuerdo a lo reportado por otros autores 
que utilizaron modelos de obesidad genética (ob/ob) o inducida por la dieta (OID) en 
roedores y humanos (Ley et al., 2005; Ley et al., 2006; Turnbaugh et al., 2008b) y han 
correlacionado al Filo Firmicutes con la ganancia de peso y al Filo Bacteroidetes con la pérdida 
del mismo. Este índice está muy relacionado a la obtención de energía por parte del huésped 
y se ha establecido que la microbiota de individuos obesos tiene mayor capacidad de 
extracción de energía y deposición de grasa corporal (Bäckhed et al., 2004a; Cox and Blaser, 
2013b; Delzenne et al., 2015; Ussar et al., 2015).  La suplementación de la DAG con las tres 
cepas en estudio, redujo la abundancia relativa de Firmicutes y aumentó la de Bacteroidetes, 
reduciendo el índice F/B por debajo del grupo DE, efecto que se mantuvo en el tiempo, esto 
en parte explica la reducción de la ganancia de peso corporal observada en los grupos DAG 
suplementados con las BL. 
 Analizando la composición de la MI a nivel de género, la DAG promovió la abundancia de 
géneros como Bifidobacterium, Roseburia, Ruminococcus, Lachnospiraceae y Clostridium XVIII, 
géneros sacaroliticos relacionados con la producción de ácidos grasos de cadena corta 
(AGCC) en el intestino, metabolitos que son absorbidos y trasportados hasta diferentes 
tejidos representando un aporte extra de energía y pudiendo contribuir con la inflamación 
crónica de bajo grado asociada a la obesidad en un contexto pro-inflamatorio (Park et al., 
2015; Schwiertz et al., 2010), a pesar que lo datos al respecto son muy controvertidos. Otros 
autores destacan la participación de estos géneros en el metabolismo lipídico a pesar que en 
su caso la abundancia de algunos de ellos (Roseburia y Lachnospiraceae) se encontraban 
reducidos al utilizar una dieta occidental rica en grasa (Druart et al., 2015). Más estudios 
relacionados al metabolismo lipídico de la microbiota son necesarios para aclarar estas 
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cuestiones. En este sentido, nuestros resultados mostraron que la suplementación de la DAG 
con BL mostró una mayor abundancia de géneros como Alistipes, Dorea, Prevotella, 
Pseudoflavonifractor, Barnesiella y Clostridium XIVa. En este sentido Jiang et al. (Jiang et al., 
2015) informaron un aumento de la abundancia relativa de géneros como Alistipes y
Prevotella, en pacientes delgados sanos comparados con individuos con hígado
 graso no alcohólico. De acuerdo con esto Louis et al., (Louis et al., 2016), mostraron que los 
pacientes obesos, que tuvieron éxito en la pérdida de peso constantemente durante dos 
años, al inicio del estudio tenían una MI enriquecida en géneros Alistipes y 
Pseudoflavonifractor, en comparación con los pacientes que tuvieron menos éxito en la 
reducción de peso. De esta manera sugerimos que la suplementación de la DAG con BL, 
puede contrarrestar los efectos inducidos por la dieta, mediante modificación de la MI, 
favoreciendo un enriquecimiento de géneros que se correlacionaron positivamente con 
individuos delgados, sanos que tuvieron una mayor pérdida de peso sostenible en el 
tiempo, además de reducir el índice F/B y poder afectar la extracción de energía por larte 
del hospedador. De esta manera aportamos datos que refuerzan la idea que una misma dieta 
puede impactar de manera diferente según la composición de la microbiota intestinal 
(Power et al., 2014).  
Observamos también que la suplementación de la DAG con la cepa CRL1446 fue el único 
tratamiento dietario que aumentó la abundancia del genero Lactobacillus, y lo mantuvo 
constante en el tiempo. Este género se correlaciona con efectos benéficos sobre el huésped 
(Bernardeau et al., 2006; Zareie et al., 2006) y positivamente con la vida media (Zhang et al., 
2013). En este contexto, se estableció que un aumento de este género puede inducir una 
reducción de filotipos asociados con patógenos como TM7 y Proteobacteria, debido a la 
capacidad conocida de los Lactobacillus, para inhibir la adhesión de patógenos a la pared 
intestinal y proteger contra patógenos por alteración de la barrera intestinal (Bernardeau et 
al., 2006; Zareie et al., 2006). En este sentido la DAG prácticamente que eliminó la bundancia 
relativa de este género, con lo cual se le atribuye otro efecto beneficioso a la suplementación 
de la DAG con la cepa CRL1446. 
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Figura 28| Principales efectos ejercidos por la administración de BL, Lactobacillus fermentum CRL1446 (CR-
CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (CR-CRL1434) y Lactobacillus casei CRL431 (CR-CRL431), sobre la ganancia 
de peso corporal (GPC), la microbiota intestinal (MI), el tejido adiposo (TA), metabolismo (ME) y el sistema 
inmune (SI), en un modelo de obesidad inducido por una dieta alta en grasas (DAG). Las flechas hacia arriba o 
hacia abajo representan aumento o reducción de un parámetro, respectivamente, y los colores representan a cada 
cepa, CRL1446 (verde), CRL1434 (naranja) y CRL431 (azul).
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Conclusiones 
Este capítulo nos permitió determinar que el tipo de dieta, el tiempo de 
tratamiento y la suplementación con BL, producen cambios en la estructura de MI, 
parámetros metabólicos e inmunológicos. En general, los resultados muestran que la 
suplementación de la DAG con BL puede modular los efectos ejercidos por la dieta, 
afectando el peso corporal, con un efecto cepa dependiente. Estos efectos de las BL 
estuvieron asociados con cambios sobre tres sistemas principales, la composición de 
la MI, la estructura del TA y el perfil de adipoquinas. Globalmente observamos que 
la suplementación de la DAG con BL fue capaz de enriquecer géneros relacionados 
con la vida media, la pérdida de peso, la salud intestinal y la reducción de grasa 
corporal, comparado con el grupo DAG, y no se observaron grandes diferencias de 
composición de la MI entre los grupos suplementados. Con respecto a la estructura 
del TA, y el perfil de adoquinas determinamos diferencias entre las cepas, mientras 
CRL1446 y CRL1434 redujeron los niveles de leptina, y citoquinas pro-inflamatorias, 
CRL431 aumentó los niveles de esta hormona y no mostró grandes cambios sobre el 
perfil de citoquinas con respecto a la DAG. Las cepas que redujeron los niveles de 
leptina se asociaron con mayores efectos hipolipemiantes e hipoglucemiantes.  En este 
sentido se destacó la cepa L. fermentum CRL1446, con lo cual podría postularse como 
un agente terapéutico complementario para alteraciones metabólicas como 
hipercolesterolemia, hiperglucemia e hiperleptinemia asociadas con la obesidad 
inducida por DAG. Asi mismo, la cepa CRL1434 mostró un comportamiento similar 
a la cepa CRL1446, con la diferencia que este microorganismo posee mayor capacidad 
inmunomoduladora in vivo (IL-10) y menor efecto modulador de la MI. Este trabajo 
demuestra la gran influencia de la administración de cepas adipomoduladoras 
específicas sobre el perfil general de adipoquinas, la MI y su impacto sobre la salud 
general del hospedador. 
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Capítulo III
     Restricción calórica, un nuevo concepto 
Efecto de bacterias lácticas adipomoduladoras en un 
modelo murino de restricción calórica  
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Introducción 
La restricción calórica (RC) se define como una reducción en la ingesta de energía por debajo 
de la cantidad de calorías que se consume ad libitum, ≥ 10% en estudios en seres humanos y 
por lo general ≥ 20% en roedores (Bales and Kraus, 2013). La RC se puede explicar, a partir 
del punto de vista de la evolución, como un mecanismo de compensación que está 
involucrado en las respuestas metabólicas y neuroendócrinas que los organismos vivos 
utilizan para adaptarse a períodos de ausencia de alimentos (Holliday, 1989). 
El protocolo general que se utiliza para llevar a cabo experimentos de RC en modelos 
animales es alimentar ad libitum a un grupo de animales (grupo control), y otro grupo con 
un porcentaje menor a la ración diaria del grupo control, de esta manera los animales son 
sometidos a una reducción en la ingesta calórica total (Masoro, 2009). Es importante destacar 
que la RC ha sido considerada como el único régimen experimental que puede alargar la 
vida útil efectiva en diversos modelos animales, mediante la reducción de enfermedades 
relacionadas con el envejecimiento, pero el mecanismo por el cual ejerce su efecto sigue 
siendo controvertido (Zhang et al., 2013).  
El objetivo principal de individuos con sobrepeso y obesidad en riesgo es una pérdida de 
peso moderada y sostenible en el tiempo, que se asocie a mejoras de múltiples factores 
metabólicos y hormonales implicados en la patogénesis de la enfermedad, lo cual ya se 
consigue con una pérdida de peso del 5% al 10% (Wing et al., 2011). Los enfoques 
farmacológicos para la reducción de peso corporal (PC) tienen, en la actualidad, una pobre 
eficacia a largo plazo, con lo cual, las estrategias como la restricción calórica (RC), programas 
de ejercicio, o la cirugía bariátrica son de gran interés. 
Por otro lado, se ha demostrado que la microbiota intestinal desempeña un papel 
fundamental en la salud del huésped, y uno de los principales factores que afecta su 
composición es la dieta. En cuanto a lo reportado sobre microbiota intestinal y RC, la misma 
favorece filotipos que se correlacionan positivamente con la “esperanza de vida” o 
longevidad, como ser especies pertenecientes al género Lactobacillus (Zhang et al., 2013), 
además se ha informado la reducción de la carga de antígenos como lipopolisacárido (LPS) 
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o la proteína de unión a lipopolisacárido (LBP). La microbiota intestinal desarrolla una 
actividad metabólica intensa que permite mejorar la biodisponibilidad de nutrientes y la 
degradación de compuestos no digeribles (a través de enzimas microbianas o la 
estimulación de las actividades endógenas), el suministro de nuevos nutrientes, (como 
AGCC o vitaminas del complejo B), la eliminación de anti-nutrientes nocivos y otros 
compuestos. Estas funciones metabólicas tienen un impacto importante en la salud y el 
estado nutricional del huésped; sin embargo, dependen de la composición de la microbiota 
intestinal y sus complejas interacciones con la dieta y el genoma del individuo (Cani, 2014, 
Ojeda et al. 2015, Druart et al. 2015, Sanchez, Panahi, and Tremblay 2015). 
La modulación de la microbiota intestinal a través de la dieta o la administración de 
microrganismos benéficos es una estrategia interesante para aliviar las alteraciones 
ocasionadas por trastornos nutricionales. Además de la RC, la administración de bacterias 
adipomoduladoras, capaces de alterar tanto la composición como la estructura de la 
microbiota intestinal y del tejido adiposo (TA), podrían ser una opción prometedora e 
incluso la combinación de ambas estrategias (RC+BL) podrían sinergizar el efecto que éstas 
tienen por separado.  Hasta la fecha, no hay información acerca del efecto de BL 
adipomoduladoras en modelos animales de RC.  
En este trabajo de tesis utilizamos tres cepas previamente seleccionadas in vitro por su 
capacidad adipomoduladora y evaluamos su efecto en un modelo experimental de RC en 
ratón. Estas tres cepas mostraron características inmunomoduladoras y adipomoduladoras 
que se suman a las características probióticas que ya habían sido reportadas; como ser 
actividad feruloil esterasa (AFE) (CRL1446), movilización de células B productoras de IgA 
secretoria e inducción de fagocitosis en macrófagos (CRL431) y producción de ácido 
linoleico conjugado (CLA) (CRL1434). 
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Evaluar los efectos de una dieta de restricción 
calórica con y sin la administración de Lactobacillus 
fermentum CRL1446, Lactobacillus casei CRL431 y 
Lactococcus lactis CRL1434, sobre parámetros metabólicos, 
inmunológicos y la composición de la microbiota intestinal. 
Objetivo 
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Resultados 
Efecto de la RC y la administración de BL sobre la ganancia de peso corporal 
(GPC) 
En la Figura 29 se puede observar el efecto de los diferentes tratamientos dietarios sobre el 
peso corporal expresado en gramos (g) totales al final del período de estudio o como GPC 
(g final-g inicial/tiempo), a los 7, 20 y 45 días (Figura 29). Observamos que un 25% de RC 
indujo una reducción en el peso corporal (g), del 18%, a los 20 días, y del 24%, a los 45 días, 
que represento una reducción de un 55% a los 20 días y un 80% a los 45 días si se expresa 
como GPC en comparación con el grupo alimentado con dieta estándar (DE). Por otro lado, 
la suplementación de la dieta RC con BL, si bien, no afectó significativamente el peso 
corporal con respecto al grupo RC, produjo diferentes efectos significativos sobre la GPC; la 
cepa CRL431 (grupo RC-CRL431) indujo una mayor GPC comparada con el grupo RC (24% 
más a los 20 días y 21% a los 45 días), mientras que la suplementación de la RC con las cepas 
CRL1446 (RC-CRL1446) y CRL1434 (RC-CRL1434) redujeron significativamente la GPC en 
relación al grupo RC. Esta reducción, comparados con el grupo RC, fue de un 80% a los 20 
días, y de un 104% a los 45 días (es decir, pérdida de peso) para el grupo RC-CRL1446, 
mientras que RC-CRL1434 redujo un 38% a los 20 días y un 70% a los 45 días. Por otro lado, 
a los 7 días (Figura 29) (cuando todavía la RC no afecta significativamente este parámetro 
(GPC)), la suplementación con las cepas CRL1446 y CRL431 mostraron diferencias 
significativas con respecto a la dieta RC, este efecto fue opuesto, es decir, mientras CRL1446 
redujo la GPC, la cepa CRL431 la aumentó, demostrando un fuerte efecto cepa dependiente 
sobre la GPC. 
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Figura 29| Peso (A) y Ganancia de peso corporal (B) (g) total a los 7, 20 y 45 días, después de la intervención 
dietética proporcionada por una dieta estándar (DE), o una RC del 25% con y sin la administración de BL: 
Lactobacillus fermentum CRL1446 (RC-CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (RC-CRL1434) y Lactobacillus casei
CRL431 (RC-CRL431) en una dosis de 1x108 UFC/mL. Cada grupo de datos representa la media ± ES (error 
estándar) de 8 ratones, letras diferentes indican diferencia significativa, por el test de ANOVA con ensayo post 
hoc de Tukey (p<0,05). 
B
A
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Efecto de la RC y la administración de BL sobre la conversión alimenticia 
En este trabajo, fue determinada la CA como el cociente entre la GPC (g final-g 
inicial/tiempo) y la ingesta de alimento (g) de los animales durante 7 semanas (Figura 30).  
La Figura 30 muestra la CA en los días 7, 20 y 45, para los diferentes tratamientos. Nuestros 
resultados indican que una dieta de RC disminuye significativamente la CA desde los 20 
días de tratamiento; reduciéndola 13 veces con respecto a la DE a los 45 días. La 
administración de BL a la dieta RC muestra cambios significativos en este parámetro. Las 
cepas CRL1446 y CRL1434 redujeron significativamente la CA ya en el día 7 
(aproximadamente 5 veces), comparado con el grupo RC. Es importante destacar que a este 
tiempo la RC no muestra efectos significativamente diferentes a los del grupo control (DE). 
A los 20 y 45 días se mantuvo esta tendencia con la administración de CRL1446 y CRL1434 
(3.7 veces). Por otra parte, la suplementación de RC con la cepa CRL431 aumentó 
significativamente la CA en todos los tiempos comparada con el grupo RC, este aumento 
fue de 1,3 veces a los 7 días, 1.8 veces a los 20 días, y de 8 veces a los 45 días. 
Figura 30| Conversión alimenticia (CA) a los días 7, 20 y 45. La CA se obtiene del cociente entre el alimento 
consumido (g) y la GPC (g) por 100 (cien), después de la intervención dietética, proporcionada por una dieta 
estándar (DE), o una RC del 25% con y sin la administración de BL: Lactobacillus fermentum CRL1446 (RC-
CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (RC-CRL1434) y Lactobacillus casei CRL431 (RC-CRL431) en una dosis de 
1x108 UFC/mL. Cada grupo de datos representa la media ± ES (error estándar) de 8 ratones, letras diferentes 
indican diferencia significativa, por el test de ANOVA con ensayo post hoc de Tukey (p<0,05). 
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Efecto de la dieta RC y la administración de BL sobre parámetros bioquímicos 
Es importante determinar los parámetros bioquímicos y hormonales alterados por la dieta 
y determinar la influencia de las BL sobre ellos cuando son administradas de forma 
continua. Para ello, fue determinado en plasma los niveles de colesterol, triglicéridos y 
glucosa por métodos enzimáticos utilizando kits colorimétricos comerciales, como se 
describió anteriormente.  
Nuestros resultados muestran que la dieta de RC fue muy eficiente para reducir 
significativamente los niveles de los metabolitos analizados en plasma (glucosa, colesterol 
y triglicéridos), tanto a los 20 como a los 45 días, comparados con los animales alimentados 
con la DE. La suplementación de la RC con las cepas CRL1446 y CRL431 indujeron 
diferencias significativas en glucosa y colesterol con respecto al control de RC (Figura 31A 
y B). Con la administración de CRL431 durante 20 días observamos que los niveles de 
glucosa se recuperan totalmente; es decir se obtuvieron valores similares al control de DE, 
mientras que a los 45 días esta recuperación fue parcial (Figura 31A). Las cepas CRL 1446 y 
CRL1434 no indujeron cambios en los valores de glucosa comparados con el grupo RC 
(Figura 31A). Cuando analizamos los valores de colesterol en sangre observamos que la 
administración de CRL1446 redujo significativamente los niveles de colesterol total, a los 20 
y 45 días en comparación con el control de RC (Figura 31B). Por otra parte, No observamos 
efectos significativos de ninguna cepa sobre los niveles de triglicéridos (Figura 31C). 
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Figura 31| Niveles en plasma de glucosa (A), colesterol total (B), y triglicéridos (C), a los 20 y 45 días de la 
intervención dietética, proporcionada por una dieta estándar (DE), o una RC del 25% con y sin la administración 
de BL: Lactobacillus fermentum CRL1446 (RC-CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (RC-CRL1434) y Lactobacillus
casei CRL431 (RC-CRL431) en una dosis de 1x108 UFC/mL. Cada grupo de datos representa la media ± ES (error 
estándar) de 8 ratones, letras diferentes indican diferencia significativa, por el test de ANOVA con ensayo post 
hoc de Tukey (p<0,05). 
B
C
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Efecto de la dieta RC y la administración de BL sobre los niveles plasmáticos 
de citoquinas y leptina  
En este trabajo observamos que la dieta de RC posee un potente efecto adipomodulador por 
sí sola, reduciendo significativamente los niveles de leptina en un 70%, tanto a los 20 como 
45 días de tratamiento (Figura 32), comparados con la dieta DE. la administración de 
CRL431 revierte parcialmente la reducción inducida por la RC en ambos tiempos, 
mostrando un aumento significativo de los niveles de leptina del 32% con respecto al grupo 
RC. Por el contrario, la suplementación con CRL1446 y CRL1434 solo tuvieron efecto sobre 
la misma a los 45 días, en donde indujeron una reducción significativa de los niveles de 
leptina; en un 50% comparados con el control de RC. 
Figura 32| Niveles de leptina en plasma de ratones a los 20 y 45 días de la intervención dietética, 
proporcionada por una dieta estándar (DE), o una RC del 25% con y sin la administración de BL:  Lactobacillus 
fermentum CRL1446 (CR-CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (CR-CRL1434) y Lactobacillus casei CRL431 (CR-
CRL431) en una dosis de 1x108 UFC/mL. Cada grupo de datos representa la media ± ES (error estándar) de 8 
ratones, letras diferentes indican diferencia significativa, por el test de ANOVA con ensayo post hoc de Tukey 
(p<0,05). 
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Se determinó los niveles de las siguientes citoquinas en plasma a los 45 días de intervención: 
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-γ, TNF-α Y MCP-1. De las cuales sólo observamos cambios 
en los niveles de IL-10, IL-17 y TNF-α (Figura 33 A, B y C). La dieta de RC sólo redujo 
significativamente los niveles de TNF-α comparada con la DE. Las dietas RC-CRL1434 y 
RC-CRL431 indujeron un aumento significativo de los niveles de IL-10 e IL-17 comparados 
con el grupo control de RC; además de restablecer los niveles de TNF-α a valores normales. 
Figura 33| Niveles plasmáticos de IL-10 (A), IL-17 (B), TNF-α (C), IL-6 (D), IFN-γ (E), IL-4 (F) e IL-2 (G), a 
los 45 días de la intervención dietética, proporcionada por una dieta estándar (DE), o una RC del 25% con y sin 
la administración de BL: Lactobacillus fermentum CRL1446 (RC-CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (CR-RCL434) 
y Lactobacillus casei CRL431 (RC-CRL431), en una dosis de 1x108 UFC/mL. Cada grupo de datos representa la 
media ± ES (error estándar) de 8 ratones, letras diferentes indican diferencia significativa, por el test de ANOVA 
con ensayo post hoc de Tukey (p<0,05). 
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Efecto de la dieta RC y la administración de BL sobre el peso del tejido adiposo 
(TA), bazo e hígado 
Evaluamos el peso de hígado (Figura 34 A), bazo (Figura 34 B) y tejido adiposo (TA) (total, 
epididimal y mesentérico) (Figura 35); observamos diferencias significativas sólo en el TA. 
La dieta de RC indujo una reducción significativa del TA total (Figura 35) de un 18% a los 
20 días y un 24% a los 45 días con respecto al control DE. La suplementación de la RC con 
CRL431 restableció completamente el peso del TA a los 20 días y parcialmente a los 45 días. 
En cuanto, que la suplementación de RC con CRL1446 y CRL1434, indujeron una reducción 
del TA total en un 22%, a los 20 días, comparado con el grupo RC. La diferencia principal 
en el efecto de estas cepas (CRL1446 y CRL1434) estuvo en el tipo de TA afectado, mientras 
que CRL1446 redujo el tamaño del TA mesentérico (Figura 35, C), CRL1434 redujo el TA 
epididimal (Figura 35, B) a los 20 días.  
Figura 34| Peso de Hígado (A) y Bazo (B) en 100 gramos de peso corporal (%) de ratones, a los 20 y 45 días 
de intervención dietética, proporcionada por una dieta estándar (DE), o una RC del 25% con y sin la 
administración de BL:  Lactobacillus fermentum CRL1446 (RC-CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (RC-CRL434) 
y Lactobacillus casei CRL431 (RC-CRL431), en una dosis de 1x108 UFC/mL. Cada grupo de datos representa la 
media ± ES (error estándar) de 8 ratones, letras diferentes indican diferencia significativa, por el test de ANOVA 
con ensayo post hoc de Tukey (p<0,05). 
B
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Figura 35| Peso del TA total (epididimal + mesénterico) (A), TA epididimal (B) y TA mesentérico (C) en 100 
gramos de peso corporal (%), de ratones a los 20 y 45 días de intervención dietética, proporcionada por una dieta 
estándar (DE), o una RC del 25% con y sin la administración de BL:  Lactobacillus fermentum CRL1446 (RC-
CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (RC-CRL434) y Lactobacillus casei CRL431 (RC-CRL431), en una dosis de 
1x108 UFC/mL. Cada grupo de datos representa la media ± ES (error estándar) de 8 ratones, letras diferentes 
indican diferencia significativa, por el test de ANOVA con ensayo post hoc de Tukey (p<0,05). 
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En el TA observamos además cambios en la estructura de las células adiposas mediante 
cortes histológicos teñidos con hematoxilina-eosina (Figura 37).  Determinamos cambios 
tanto en el área como el número de adipocitos entre los diferentes grupos estudiados (Figura 
36). La dieta RC favoreció el aumento significativo del número de adipocitos de menor área 
(entre 0-500 y 500-1000 µm2) y la reducción del número de adipocitos de mayor área (entre 
1000-2000 y ≥2000 µm2) con respecto a la DE, tanto a los 20 como 45 días. La suplementación 
con BL sólo indujo cambios significativos a los 45 días con la cepa CRL1446 (Figura 36, B), 
en donde se observó un gran incremento de adipocitos con un área de 0-500 µm2 (pequeños) 
y una reducción casi total de adipocitos entre 1000-2000 µm2 (adipocitos grandes).
Figura 36| Número de adipocitos epididimales en función del área (µm2), de ratones a los 20 (A) y 45 (B)
días, de la intervención dietética, proporcionada por una dieta estándar (DE), o una RC del 25% con y sin la 
administración de BL: Lactobacillus fermentum CRL1446 (RC-CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (RC-CRL434) y 
Lactobacillus casei CRL431 (RC-CRL431), en una dosis de 1x108 UFC/mL. Los adipocitos fueron agrupados por 
rangos de tamaño como sigue: áreas entre 0-500; 500-1000; 1.000-2.000; y 2.000-4.000 mµ2. Cada grupo de datos 
representa la media ± ES (error estándar) de 8 ratones, letras diferentes indican diferencia significativa, por el 
test de ANOVA con ensayo post hoc de Tukey (p<0,05).
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Figura 37|
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Efecto de la dieta RC y la administración de BL sobre la funcionalidad de 
adipocitos murinos 
Evaluamos la funcionalidad de adipocitos ex vivo mediante la producción de leptina. Los 
adipocitos obtenidos del tejido adiposo epididimal de ratones de los diferentes grupos 
mostraron un perfil diferencial de producción de leptina (Figura 38). Los adipocitos no 
estimulados (DMEM, sobrenadante) corresponden al control basal de leptina y citoquinas; 
mientras que aquellos estimulados con LPS corresponden al control (+) de estimulación. 
Nuestros resultados muestran que la dieta RC indujo una reducción de los niveles de 
leptina, tanto a los 20 como 45 días, independientemente del estímulo (LPS) que recibieron 
las células, lo que demuestra una influencia significativa de la dieta RC sobre la capacidad 
secretora del tejido adiposo (capacidad adipomoduladora). Los adipocitos del grupo RC-
CRL431 produjeron niveles significativamente altos de leptina a los 45 días de tratamiento, 
estas células mostraron este aumento, tanto con LPS como con DEMEN, con respecto a los 
adipocitos del grupo RC. Por lo contrario, la administración de CRL1446 indujo en los 
adipocitos (con LPS y con DEMEN) una reducción significativa de la producción leptina a 
los 45 días de tratamiento, con respecto al grupo control de RC. La cepa CRL1434 indujo 
una disminución de leptina a los 45 días cuando los adipocitos son estimulados con LPS. 
Figura 38| Niveles de leptina producidos por adipocitos epididimales de ratones con (LPS) o sin estímulo 
(DEMEN), a los 20 (A) y 45 (B) días, después que los animales fueron sometidos a una intervención dietética, 
proporcionada por una dieta estándar (DE), o una RC del 25% con y sin la administración de BL: Lactobacillus 
fermentum CRL1446 (CR-Lf1446), Lactococus lactis CRL1434 (CR-Ll1434) y Lactobacillus casei CRL431 (CR-Lc431), 
en una dosis de 1x108 UFC/mL. Cada grupo de datos representa la media ± ES (error estándar) de 8 ratones, 
letras diferentes indican diferencia significativa, por el test de ANOVA con ensayo post hoc de Tukey (p<0,05). 
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Efecto de la dieta de RC y la administración de BL sobre la funcionalidad de 
macrófagos peritoneales murinos 
La funcionalidad de macrófagos peritoneales ex vivo fue evaluada mediante la producción 
de TNF-α, IL-6, MCP-1 e IL-10. Cuando analizamos la producción de citoquinas en los 
macrófagos peritoneales, observamos que la dieta de RC indujo una reducción tanto de la 
producción basal de citoquinas (DMEM) como la inducida por LPS, a los 20 y 45 días con 
respecto a los macrófagos del grupo DE (Figura 39).  
Si analizamos la influencia de las BL, observamos que la suplementación de la dieta RC con 
las cepas CRL1434 y CRL431 favorecen la producción basal de TNF-α, IL-6 (citoquinas pro-
inflamatorias) e IL-10 (citoquina reguladora) a los 20 y 45 días de administración con 
respecto al control de RC. Mientras que la cepa CRL1446 no induce modificaciones 
significativas de estas citoquinas con respecto al grupo RC en este período. La producción 
basal a los 20 días de MCP-1 se mantuvo con valores similares entre todos los grupos. 
En cuanto al estímulo pro-inflamatorio con LPS, observamos que el mismo indujo una 
producción significativa de las citoquinas y de MCP-1 en todos los grupos experimentales 
comparado con la producción basal. A los 20 días, los niveles de TNF-α, IL-6 e IL-10 fueron 
significativamente mayores en los tres grupos suplementados con BL (RC-CRL1446, RC-
CRL1434 y RC-CRL431) comparados con el grupo RC. En este sentido se destacaron, la cepa 
CRL431 que mostró los mayores valores para TNF-α, y la cepa CRL1434 para IL-10.  Por 
otro lado, los niveles de MCP-1 fueron significativamente menores en los grupos 
suplementados con CRL1446 y CRL1434, comparados con el grupo RC, mientras que para 
el grupo RC-CRL431 mostró niveles similares al control DE. A los 45 días, los grupos RC-
CRL1434 y RC-CRL431 mantuvieron su efecto sobre los niveles de IL-10. En cuanto a los 
niveles de TNFα, tanto el grupo RC-CRL431 como RC-CRL1434 indujeron un aumento 
significativo; mientras que para IL-6, sólo el grupo RC-CRL431 se diferenció 
significativamente con respecto a RC. Finalmente, los niveles de MCP-1 continuaron 
disminuidos para todos los grupos RC, con o sin la suplementación de BL.
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Figura 39| Niveles de TNF-α (A), IL-6 (B), MCP-1 (C) e IL-10 (D) producidos por macrófagos peritoneales 
estimulados con LPS o sin estimular (DMEM), a los 20 y 45 días, los cuales fueron extraídos de ratones después
de la intervención dietética, proporcionada por una dieta estándar (DE), o una RC del 25% con y sin la 
administración de BL: Lactobacillus fermentum CRL1446 (CR-Lf1446), Lactococus lactis CRL1434 (CR-Ll1434) y 
Lactobacillus casei CRL431 (CR-Lc431), en una dosis de 1x108 UFC/mL. Cada grupo de datos representa la media 
± ES (error estándar) de 8 ratones, letras diferentes indican diferencia significativa, por el test de ANOVA con 
ensayo post hoc de Tukey (p<0,05). 
20 Días  45 Días  
A
B
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D
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Efecto de la dieta RC y la administración de BL sobre la composición de la 
microbiota intestinal 
Las comunidades microbianas presentes en las muestras de heces de ratones de los 
diferentes grupos se analizaron por secuenciación masiva y paralela de amplicones de 
DNAr 16S. La Tabla 5 presenta los índices Sobs, Shannon and Simpson de alfa diversidad. La 
riqueza observada (análisis de rarefacción) demostró que no hay grandes diferencias entre 
las microbiotas intestinales obtenidas de todos los tratamientos. Sin embargo, los ratones 
RC con y sin suplementación de BL, mostraron una tendencia en la disminución del número 
de especies microbianas intestinales cuando se compararon con los ratones DE (Sobs). 
Curiosamente, la condición RC parece inducir una ganancia de diversidad en términos de 
homogeneidad de las comunidades, ya que aumentó el índice de Shannon con el paso del 
tiempo. Esto es apoyado con la inversa del índice de Simpson (1/ Simpson) que indica 
diversidad, donde el tratamiento RC a los 45 días (11.8) es casi el doble de la diversidad 
observada a los 20 días (6.2), contrario a lo observado para los otros tratamientos. La 
suplementación de la dieta RC con las cepas CRL1446 y CRL431 redujeron la biodiversidad, 
principalmente debido al aumento de la dominancia de ciertas especies en la comunidad 
microbiana, aumentando el índice de Simpson y reduciendo el de Shannon, con respecto a 
los demás tratamientos. 
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Tabla 5| Índices de alfa diversidad de las comunidades microbianas analizadas 
Los ratones fueron sometidos a la intervención dietética, proporcionada por una dieta estándar (DE), o una RC 
del 25% con y sin la administración de BL: Lactobacillus fermentum CRL1446 (CR-Lf1446), Lactococus lactis 
CRL1434 (CR-Ll1434) y Lactobacillus casei CRL431 (CR-Lc431), en una dosis de 1x108 UFC/mL, los 20 y 45 días. 
(Sobs, Shannon, Simpson). 
Nuestros resultados demuestran cambios importantes en la composición de la microbiota 
intestinal a nivel de phylum (Figura 40) y género (Figura 41) entre los grupos de estudio. La 
dieta de RC cambió la abundancia relativa de ciertos grupos de bacterias en las muestras 
fecales de los ratones. En primer lugar, indujo una reducción de los principales phylum
relacionados con patógenos, como son Proteobacteria y TM7, mostrando una reducción de la 
abundancia relativa de 5,4 veces a los 20 días y de 2,5 veces a los 45 días, comparado con el 
grupo DE. Por otro lado, indujo un aumento de dos phylum que se reducen con el tiempo; 
como son Bacteroidetes y Actinobacteria, mostrando un aumento de 6,7 veces a los 20 días y 
11,3 veces a los 45 días para Actinobacterias y de 3,4 veces a los 20 días y 4 veces a los 45 días 
para Bacteroidetes, comparado con el grupo DE. Debido a estos cambios, la RC redujo 
significativamente la relación Firmicutes / Bacteroidetes (F/B) (Figura 42) tanto a los 20 como 
45 días, con respecto al grupo DE. El phylum Firmicutes no mostró cambios significativos 
entre los grupos controles (DE) y RC. Los cambios a nivel de phylum inducidos por la RC se 
Muestras Coeficientes de alfa diversidad
Distancia Sobs Shannon Simpson 
DE (20 días) 0,0300 1374 3,6777 0,0836
DE (45 días) 0,0300 1400 3,4771 0,1963 
RC (20 días) 0,0300 1275 3,0224 0,1609
RC (45 días) 0,0300 1399 3,6284 0,0848 
RC-CRL1446 (20 días) 0,0300 1269 2,7711 0,2049
RC-CRL1446 (45 días) 0,0300 1193 2,2196 0,2742 
RC-CRL1434 (20 días) 0,0300 1235 3,4516 0,0988
RC-CRL1434 (45 días) 0,0300 1474 3,7409 0,0740 
RC-CRL431 (20 días) 0,0300 1133 2,3185 0,2650
RC-CRL431 (45 días) 0,0300 1249 2,7095 0,2454 
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correlacionaron con aumentos de dos géneros principales que representaron casi el 70% de 
la microbiota en el grupo RC, estos fueron Lactobacillus y Bifidobacterium. El aumento fue de 
5,7 veces a los 20 días y de 24 veces a los 45 días para Lactobacillus y de 30 veces a los 20 días 
y 75 veces a los 45 días para Bifidobacterium.  Otro género que mostró aumento por la RC fue 
Barnesiella incrementándose 12 veces a los 20 días y 5 veces a los 45 días, con respecto al 
grupo DE.  
Figura 40| Abundancia relativa (%) a nivel de phylum en heces de ratones sometidos a la intervención 
dietética, proporcionada por una dieta estándar (DE), o una RC del 25% con y sin la administración de BL: 
Lactobacillus fermentum CRL1446 (CR-Lf1446), Lactococus lactis CRL1434 (CR-Ll1434) y Lactobacillus casei CRL431 
(CR-Lc431), en una dosis de 1x108 UFC/mL, los 20 y 45 días.  Cada grupo de datos representa la media de 6 
ratones y se presentan los 5 principales Phylum, que representan más del 99% de la microbiota intestinal.   
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La suplementación de la RC con L. fermentum CRL1446 permitió un incremento del phylum
Actinobacteria, alcanzando casi el 50% de la abundancia relativa en el día 45 de tratamiento 
para el grupo RC-CRL1446. Por otro lado, redujo la abundancia de Firmicutes por debajo del 
20% tanto a los 20 como 45 días de tratamiento, siendo el grupo que posee las proporciones 
más bajas en comparación con los otros grupos. La reducción del phylum Firmicutes se 
correlacionó con una reducción de la relación F/B y del género Lactobacillus, a pesar de que 
fue el único tratamiento (RC-CRL1446) que mantuvo los niveles de este género con el paso 
del tiempo a diferencia de la RC que los disminuye (figura 41). Para el resto de tratamientos 
se observó una disminución del género Lactobacillus entre los 20 y 45 días. Por otro lado, el 
aumento del Phylum Actinobacteria reportado para el grupo RC-CRL1446 se correlacionó 
con aumentos muy marcados de la abundancia relativa del género Bifidobacterium,
alcanzando casi el 50% de la comunidad microbiana para este grupo a los 45 días (Figura 
41), indicando un efecto bifidogénico para la dieta RC-CRL1446. La suplementación de la 
RC con la cepa L. casei CRL431 indujo un aumento significativo del phylum Firmicutes a los 
20 días, este aumento se correlacionó con un aumento del género Lactobacillus, que 
representó el 70% de la microbiota intestinal para este grupo (RC-CRL431), con lo cual 
mostró el valor más elevado de la relación F/B para este tiempo (Figura 42). Este efecto se 
perdió a los 45 días. Finalmente, el grupo RC- CRL1434 no mostró diferencias significativas 
en la composición de la microbiota (philum y género) con respecto al grupo RC.
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Figura 41| Abundancia relativa (%) a nivel de género en heces de ratones sometidos a la intervención 
dietética, proporcionada por una dieta estándar (DE), o una RC del 25% con y sin la administración de BL: 
Lactobacillus fermentum CRL1446 (CR-Lf1446), Lactococus lactis CRL1434 (CR-Ll1434) y Lactobacillus casei CRL431 
(CR-Lc431), en una dosis de 1x108 UFC/mL, los 20 y 45 días.   Cada grupo de datos representa la media de 6 
ratones y se presentan los 20 principales Géneros que representan más del 99% de la microbiota intestinal.   
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Figura 42| Relación Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) para los diferentes grupos de ratones a los 20 y 45 días de 
tratamiento dietario con una dieta estándar (DE), o una RC del 25% con y sin la suplementación de bacterias 
lácticas: Lactobacillus fermentum CRL1446 (RC-CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (CR-CRL1434) y Lactobacillus
casei CRL431 (RC-CRL431). Cada grupo de datos representa la media de 6 ratones.  
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Discusión 
Utilizamos un modelo de restricción calórica leve que se alcanza con un déficit del 25% del 
alimento diario consumido, con el cual inducimos una pérdida de aproximadamente 24% 
de peso corporal a los 45 días, diferenciándose de la desnutrición moderada (26-39%) o 
severa (>40%) que presentan elevada mortalidad (Gómez et al., 2000). Las determinaciones 
se realizaron en dos períodos de tiempo, 20 y 45 días, con el fin de analizar el tiempo como 
variable, además de la dieta y la suplementación con BL.  
 Existen muchos estudios epidemiológicos y clínicos que sugieren que la RC disminuye la 
incidencia de la enfermedad cardiovascular, diabetes tipo 2, y diferentes tipos de cáncer en 
seres humanos (Anderson and Weindruch, 2010). La RC “sin desnutrición” retrasa el 
proceso de envejecimiento y prolonga la vida media de diversas especies por mecanismos 
no totalmente conocidos (Spindler, 2010). La relación lineal inversa entre la ingesta de 
calorías y la vida media, sugiere que los reguladores del metabolismo energético son 
importantes para los efectos de la RC (Anderson and Weindruch, 2010). Sin embargo, la 
evaluación de la respuesta metabólica a la dieta RC es un campo que no está completamente 
aclarado y requiere estudios adicionales.  
En este capítulo evaluamos los efectos de una dieta de RC con y sin la administración de 
diferentes BL adipomoduladoras, L. fermentum CRL1446, L. casei CRL431 y L. lactis CRL1434, 
sobre parámetros metabólicos, inmunológicos y la estructura de la microbiota intestinal.  
 La administración de la RC durante 45 días indujo una reducción del peso de 24% con 
respecto al grupo DE. Nuestros resultados mostraron que la suplementación con CRL1446 
y CRL1434 indujeron una disminución significativa de la GPC, mientras que CRL431 indujo 
un aumento significativo, comparados con la RC. Esto demuestra un efecto modulador cepa 
dependiente sobre el metabolismo energético del hospedador, ya que todos los animales de 
los grupos RC consumieron la misma cantidad de alimento, sugiriendo un potencial de 
captación de energía diferente inducido por cada cepa, esto está estrechamente relacionado 
a la composición de la microbiota intestinal (Turnbaugh and Gordon, 2009), que fue afectada 
por los diferentes tratamientos dietarios (se discute más adelante). Estos hallazgos son 
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interesantes ya que se ha postulado a la modulación de la microbiota intestinal como una 
posible estrategia para el tratamiento de la obesidad (Kobyliak et al., 2016).  
Hasta el momento se han reportado diferentes efectos (controversiales) de la administración 
de probióticos sobre la GPC y la acumulación de grasa corporal. En este sentido, Raoult et 
al. , (Armougom et al., 2009; Raoult, 2009) afirmaron que la administración en la dieta de 
suplementos que contienen probióticos principalmente del phylum  Firmicutes, incluyendo  
géneros como Lactobacillus spp. y Enterococcus spp., se utilizan con frecuencia para mantener 
la salud y promover el crecimiento. Estos autores también describieron la ganancia de peso 
en niños que recibieron Lactobacillus spp., como un tratamiento para la diarrea, además del 
aumento de este género en pacientes obesos. Por lo que sugieren que los probióticos pueden 
estar relacionados con el control del peso corporal y el desarrollo de obesidad. En oposición 
a este punto de vista, Ehrlich (2009)  (Ehrlich, 2009),  Delzenne y Reid (2009) (Delzenne and 
Reid, 2009) afirmaron que la humanidad ha estado consumiendo probióticos la mayor parte 
de su historia sin inducir obesidad. Además, insistieron, en que los probióticos no están 
relacionados con el desarrollo de obesidad, y que el phylum Firmicutes (aumentado en la 
obesidad) no sólo contiene al género Lactobacillus, sino también otros microorganismos 
incluidos algunos patógenos como Bacillus anthracis. En medio de estas discusiones, nuestro 
trabajo muestra que el tratamiento con cepas del género Lactobacillus puede modular la 
ganancia de peso corporal de manera cepa dependiente. En este sentido, Kang et al., (Kang 
et al., 2010), demostraron que la administración de  Lactobacillus gasseri BNR17 indujo una 
reducción del peso corporal y la masa de tejido adiposo blanco en ratas con sobrepeso 
inducido por la dieta, así como Kang otro autores (Yoo et al., 2013; Tomaro-Duchesneau et 
al., 2013; Novotny Núñez et al., 2015; Toshimitsu et al., 2016), reportaron efectos beneficiosos 
del género Lactobacillus   en modelos de obesidad inducido por la dieta. Nuestros resultados 
representan la primera evidencia del efecto de este género sobre RC, y demuestra que al 
igual que en modelos de obesidad inducidos por la dieta el efecto es cepa dependiente y no 
se puede generalizar a nivel de género. Nuestros resultados también mostraron que los 
cambios en la GPC estuvieron asociados con cambios en el tamaño del TA y el área de 
adipocitos. En este sentido la RC redujo ambos parámetros, favoreciendo el número de 
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adipocitos pequeños (0-500 µm2) y reduciendo los de gran tamaño (1000-2000 µm2). Por otro 
lado, las cepas CRL1446 y CRL1434 que redujeron la GPC, comparados con RC, fueron los 
tratamientos que en mayor medida redujeron, tanto el tamaño del TA, como el área de 
adipocitos, destacándose la cepa CRL1446 que mostró el mayor número de adipocitos 
pequeños (0-500 µm2) a los 45 días de tratamiento. La cepa CRL431 que aumentó la GPC, 
comparado con la RC, se caracterizó por aumentar el peso del TA, pero no mostró cambios 
significativos en el área de adipocitos con respecto a RC. Teniendo en cuenta estos 
resultados sugerimos que el efecto sobre el peso corporal o la GPC, es cepa dependiente, y 
se debe principalmente a cambios sobre la estructura del TA inducido por la dieta (RC o 
RC+BL). Estos cambios repercuten a nivel metabólico, endócrino e inmunológico ya que el 
TA impacta sobre estos sistemas (Sam and Mazzone, 2014b; Grant and Dixit, 2015) y puede 
contribuir al mantenimiento de la homeostasis o al desarrollo de enfermedades (Rezaee F, 
2013; Manna and Jain, 2015). En este sentido, observamos efectos de la RC y la 
administración oral de BL tanto sobre parámetros bioquímicos como inmunológicos. 
 La RC redujo los niveles en plasma de leptina y TNF-α, dos adipoquinas pro-inflamatorias 
relacionadas con el desarrollo de obesidad, resistencia a la insulina y la promoción de cáncer 
(Rose et al., 2004). La reducción de adipoquinas pro-inflamatorias (leptina y TNF-α) se 
asoció a una disminución del TA y lípidos en plasma, lo cual demuestra un efecto 
adipomodulador de la RC también reportado por otros autores (Fontana et al., 2004, 2010). 
Teniendo en cuenta que estas dos adipoquinas se correlacionan con el aumento de tejido 
adiposo (Faggioni et al., 2001b), la inflamación, y el desarrollo de enfermedades crónicas 
ligadas al envejecimiento como la obesidad, la diabetes tipo 2, enfermedad cardiovascular 
y cáncer (Rose et al., 2004), sugerimos que el efecto adipomodulador de la RC, mediante 
remodelación de la estructura del TA, el perfil de adipoquinas (principalmente leptina y 
TNF-α) podría ser uno de los principales mecanismos por los cuales esta dieta prolonga la 
vida media de diferentes especies (Colman et al., 2009). La leptina y el TNF-α están 
relacionados con la sensibilidad de la insulina independientemente de la obesidad, 
mostrando una disminución en los niveles de insulina y aumentos en los niveles de glucosa.
A pesar de la complejidad del eje adipoinsular  (relación entre el TA y células β-
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pancreáticas) se ha establecido que las principales adipoquinas que influyen sobre este eje 
son leptina, adiponectina y TNF-α (Dunmore and Brown, 2013). La mayoría de los estudios 
sugieren que leptina y TNF-α disminuyen la síntesis y secreción de insulina por las células 
β-páncreaticas (Dunmore and Brown, 2013), y aumentan la extracción hepática de insulina 
(Ceddia et al., 2002; Covey et al., 2006). Como resultado, la secreción de insulina se reduce 
por la leptina (Andreev et al., 2009). Este eje adipoinsular es parte de una retroalimentación 
inhibitoria mediada por la leptina sobre la secreción de insulina con el fin de disminuir la 
adipogénesis. Cuando suplementamos la RC con las BL, observamos que las cepas CRL1446 
y CRL1434 reforzaron algunos efectos de la RC, como la reducción de los niveles de leptina, 
mostrando niveles significativamente inferiores a los observados en el grupo RC. Mientras 
que CRL431 se comporta de manera opuesta, principalmente por contrarrestar la reducción 
del TA inducido por la RC, lo que se asoció, con aumentos significativos de los niveles 
plasmáticos de leptina, TNF-α, IL-17 y glucosa, comparado con el grupo RC. Cuando 
analizamos la producción de leptina por adipocitos de forma ex vivo, observamos una 
reducción significativa de los niveles de la hormona inducidos por RC, en comparación con 
adipocitos del grupo DE, con o sin el estímulo de LPS. Esto se puede explicar si tenemos en 
cuenta la histología del TA donde observamos una reducción del área de los adipocitos del 
grupo RC, ya que fue reportado por algunos autores (Skurk et al., 2007), que los niveles de 
leptina son directamente proporcionales al tamaño de los adipocitos.  La suplementación de 
la dieta RC con BL sólo mostró efectos significativos con respecto al grupo RC, a los 45 días. 
Donde las cepas que redujeron los niveles de leptina in vivo (CRL1446 y CRL1434), ejercieron 
el mismo efecto ex vivo, confirmando que la modulación del área de los adipocitos por parte 
de las BL podría ser responsable de la disminución de los niveles de leptina.  
Por otro lado, analizamos los niveles de citoquinas en plasma para el grupo RC a los 45 días, 
observamos una reducción significativa en los niveles de TNF-α, comparado con el grupo 
DE, y una pequeña disminución en IL-6 e IL-17, que no fueron significativas. Un efecto 
similar observamos para los macrófagos que fueron desafiados de forma ex vivo (LPS). 
Observamos que los macrófagos pertenecientes al grupo RC mostraron una reducción de 
citoquinas pro-inflamatorias, comparados con los macrófagos del grupo DE, esto fue 
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independientemente del estímulo para IL-6, IL-10 y TNF-α, pero no para MCP-1 que sólo 
indujo diferencias significativas en su producción cuando los macrófagos fueron desafiados 
con LPS (entre el grupo RC y DE). Si bien hubo una reducción en los niveles de citoquinas 
inducidos por las RC, estas células seguían respondiendo en gran medida a un estímulo 
pro-inflamatorio como el LPS, (diferencia significativa entre macrófagos con y sin estímulo) 
lo cual indica que mejoraron su funcionalidad. Por otro lado, la suplementación de RC con 
BL, se caracterizó por incrementar los niveles de citoquinas comparados con el grupo RC. 
En este sentido observamos aumentos en los niveles de; IL-10, (principalmente CRL1434) 
TNF-α e IL-6 (se destacó la cepa CRL431). Los niveles de MCP-1 fueron significativamente 
reducidos por las cepas CRL1446 y CRL1434 y aumentados por CRL431, comparados con el 
grupo RC. 
Al analizar los parámetros bioquímicos observamos que la RC disminuyó los niveles de 
glucosa en ambos días de tratamiento (20 y 45), y la suplementación con BL afecto los niveles 
de la misma, la cepa CRL431 aumentó significativamente los niveles de glucosa mientras 
que CRL1446 y CRL1434 la redujeron significativamente a los 45 días, siempre comparados 
con el grupo RC. Esto demuestra la influencia de BL adipomoduladoras sobre el 
metabolismo de glucosa, este efecto podría estar principalmente relacionado a la 
modulación de los niveles de leptina ejercidos por las cepas, con lo cual se afecta la 
sensibilidad de insulina y por ende los niveles de glucosa.  Esto fue también reportando por 
(Bäckhed et al., 2004). Por otra parte esto también puede estar asociado a cambios en la 
microbiota intestinal, ya que cambios en los principales phylum que gobiernan la microbiota 
intestinal, como Firmicutes y Bacteroidete,s afectan la extracción de energía de la dieta y por 
ende los niveles de metabolitos en sangre (Jumpertz et al., 2011).  
Aproximadamente cada día, hasta 1 g de colesterol de la dieta entra en el colon, de hecho, a 
pesar de enormes variaciones entre individuos, sólo la mitad del colesterol de la dieta se 
absorbe en promedio, principalmente en el duodeno y el yeyuno proximal (Gérard, 2013). 
Además del colesterol proveniente de la dieta, sus niveles en suero se mantienen mediante 
la síntesis de novo que ocurre principalmente en el hígado, en este sentido Caesar et al., 
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(Caesar et al., 2016) demostraron como los lípidos de la dieta interactúan con la microbiota 
intestinal y regulan la síntesis de colesterol hepático y sus niveles en suero. En este caso, 
estos autores evaluaron dietas estándares y ricas en grasas (saturadas o poliinsaturadas), 
pero no estudiaron el efecto de la RC. La administración de RC con o sin la suplementación 
de BL mostró efectos sobre los niveles de colesterol y glucosa, mientras que la dieta RC fue 
el único tratamiento responsable de la disminución de TG. Algunos autores mostraron que 
la RC tiene profundos y sostenidos efectos beneficiosos sobre los principales factores de 
riesgo como, aterosclerosis, colesterol en suero, LDL-Colesterol, HDL-Colesterol y TG, que 
por lo general aumentan con la edad avanzada (Fontana et al., 2004). Estos autores muestran 
además que la RC proporciona un poderoso efecto protector contra la obesidad y la 
resistencia a la insulina. Por un lado, la reducción del 25 % en la ingesta diaria explica este 
descenso de los niveles de colesterol inducidos por la RC, y por otra parte, la RC afecta la 
estructura de la microbiota con lo cual sugerimos, que esto podría alterar el metabolismo 
hepático y con ello la síntesis de novo de este lípido (Caesar et al., 2016). La administración 
de la cepa CRL1446 a la RC, fue cepa que indujo un mayor descenso de los niveles de 
colesterol total, en comparación con el resto de tratamientos de RC. Con este resultado 
podemos sugerir que CRL1446 tiene un efecto hipocolesterolémico en el modelo 
experimental utilizado, y podría estar actuando sinérgicamente con la RC, para reducir los 
niveles de este lípido. Bhathena et al. (Bhathena et al., 2009), informaron que la cepa 
Lactobacillus fermentum LF11976 productora de feruloil esterasas (microencapsulada), 
disminuyó los lípidos séricos en hámsters hipercolesterolémicos. El ácido ferúlico presenta 
propiedades hipocolesterolémicas ya que puede inhibir la hidroximetilglutaril CoA 
reductasa, la enzima limitante de la velocidad en la biosíntesis del colesterol y la colesterol 
aciltransferasa, enzima que esterifica el colesterol en los tejidos (principalmente en hígado), 
y mediante el aumento de la excreción de esteroles ácidos (Balasubashini et al., 2003). 
Teniendo en cuenta que la cepa CRL1446 ha demostrado tener una elevada actividad 
feruloil esterasa tanto in vivo como in vitro (Mukdsi et al., 2012), este podría ser el mecanismo 
de acción por el cual ejerce su efecto hipocolesterolémico, además de las modificaciones que 
induce sobre la microbiota intestinal (se discute más adelante). 
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Esto demuestra que la suplementación de la RC con cepas adipomoduladoras específicas 
como CRL1446 y CRL1434, podría ser un tratamiento eficaz para combatir la obesidad, 
mediante la reducción de, el tamaño del TA y la producción de adipoquinas pro-
inflamatorias, como leptina, TNF-α y MCP-1, modulando de esta manera el estado 
metabólico general de un individuo. Mientras que, en en el otro extremo, la RC, que puede 
llegar a cursar con desnutrición si se prolonga en el tiempo, la cepa CRL431 podría 
representar una mejor opción para reestablecer las alteraciones inmuno-metabólicas 
inducidas por la dieta, ya que favorece el aumento de GPC, el tamaño del TA, y con ello el 
aumento de adipoquinas pro-inflamatorias (leptina, TNF-α e IL-17) necesarias para 
combatir las infecciones en individuos desnutridos con un sistema inmune deficiente. 
Los cambios en la ganancia de peso  corporal (GPC) y el coeficiente de conversión 
alimenticia (CCA) están muy asociados a la estructura de la microbiota intestinal, debido a 
que uno de los principales parámetros afectados por la microbiota es la obtención de energía 
a partir de la dieta (Bäckhed et al., 2004; Jumpertz et al., 2011). Los recientes avances en las 
tecnologías de secuenciación de alto rendimiento (HTS) están revolucionando nuestra 
evaluación y comprensión de las comunidades microbianas, la amplificación de las regiones 
rRNA 16S acoplados a la generación HTS permiten obtener una cobertura completa de las 
comunidades microbianas, y la investigación a nivel más profundo de las complejas 
interacciones entre las especies presentes en una comunidad dada. Utilizando métodos de 
secuenciación de alto rendimiento para estudiar los cambios en las comunidades 
microbianas intestinales, encontramos que la microbiota intestinal se vio profundamente 
afectada por la RC, esta permitió una reducción del índice F/B (Figura 42), mediante una 
ganancia de Bacteroidetes, lo que está de acuerdo a lo reportado por otros autores que 
utilizaron tratamientos restrictivos como la cirugía bariátrica (Damms-Machado et al., 2015). 
Este índice está muy relacionado a la obtención de energía por parte del huésped (Jumpertz 
et al., 2011), donde se demostró que el phylum Firmicute favorece la extracción de energía de 
la dieta. Este efecto reductor sobre este phylum fue mayor cuando suplementamos la RC con 
la cepa CRL1446 a los 20 días, mientras que la cepa CRL431 indujo un efecto totalmente 
opuesto, presentando los mayores niveles del índice F/B a los 20 días (Figura 42). Las 
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especies pertenecientes al phylum Firmicutes han demostrado una gran capacidad para 
degradar polisacáridos de la dieta y favorecer la absorción de azúcares y otros metabolitos 
(Krajmalnik-Brown et al., 2012; Flint et al., 2012) maximizando así el suministro de energía 
proporcionada por la dieta (Jumpertz et al., 2011). A su vez este aumento en la extracción 
de energía podría explicar el aumento de tamaño del TA inducido por esta cepa, y la 
reducción inducida por CRL1446, modulando a su vez los niveles de adipoquinas 
(principalmente leptina). Esto podría explicar en parte los cambios opuestos observados 
sobre la ganancia de peso corporal en esos dos grupos (RC-CRL1446 y RC-CRL431), 
mientras que la cepa CRL1434, si bien, no mostró grandes cambios sobre la estructura de la 
microbiota intestinal comparada con el grupo RC, creemos que sus efectos están mediados 
por su elevada capacidad inmunomoduladora evaluada in vitro y demostrada, además, in 
vivo, con aumentos principalmente de los niveles de IL-10. 
 Analizando la composición de la MI a nivel de género, observamos que La RC promovió 
significativamente la abundancia de dos géneros principalmente, Lactobacillus y
Bifidobacterium, en el intestino de los ratones (Figura 41). En este sentido, Zhang et al. (Zhang 
et al., 2013), informaron que la dieta RC enriquece la microbiota intestinal con filotipos que 
se correlacionan positivamente con la vida media, por ejemplo, el género Lactobacillus, y una 
disminución de los que se correlacionan negativamente, tales como patógenos oportunistas. 
En este contexto nosotros observamos un efecto similar inducido por la dieta RC, que mostró 
una gran reducción de dos filotipos asociados con patógenos como TM7 y Proteobacteria. 
Además del aumento del género Lactobacillus. Nuestros resultados corroboran el aumento 
de Lactobacillus por la RC, pero además, demuestran que la suplementación con la cepa 
CRL431 (RC-CRL431) induce mayores niveles de este género tanto a los 20 como 45 días, y 
que, la suplementación con la cepa CRL1446 (RC-CRL1446) fue el único tratamiento dietario 
capaz de mantener los niveles de este género constante en el tiempo, ya que para todos los 
grupos restantes este género se redujo con el paso del tiempo.  
Otro efecto interesante de la RC fue el aumento del género Bifidobacterium, algo que no se 
había reportado hasta el momento para la RC, sin embargo, fue la suplementación con la 
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cepa CRL1446 el tratamiento dietario que mostró el mayor efecto bifidogénico, llegando a 
representar casi el 50% de la comunidad microbiana intestinal de dicho grupo a los 45 días. 
Zhang et al. (Zhang et al., 2013) sugirieron, que en condiciones de disponibilidad de 
nutrientes restringido, como ocurre en la RC, un individuo puede extraer nutrientes de 
manera más eficiente de las proteínas y grasas, dejando una proporción de polisacáridos 
vegetales indigeribles más abundante en relación a  otras fuentes de energía, para el colon. 
Esta afirmación podría explicar el aumento de la abundancia de bifidobacterias por RC, 
debido al efecto bifidogénico reportado para la fibra dietética (Davis et al., 2011).  
Los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium responsables de efectos beneficiosos sobre el 
hospedador (Saez-Lara et al., 2015), podrían representar otro mecanismo por el cual la RC 
extiende la vida media de un individuo, esto debido a su capacidad conocida, para inhibir 
la adhesión de patógenos a la pared intestinal, proteger la alteración de la barrera intestinal, 
mejorar el tránsito intestinal, entre otros .  
De esta manera sugerimos que la suplementación de la RC con BL específicas, puede 
modificar los efectos de la dieta sobre la microbiota intestinal y viceversa, reforzando la idea 
de que una misma dieta puede impactar de manera diferente según la composición de la 
microbiota intestinal del individuo (Power et al., 2014). Hasta el momento, este es el primer 
estudio que informa un efecto bifidogénico asociado a la RC y aún mayor posterior a la 
suplementación con BL. Aunque la base molecular de dicho efecto sigue sin dilucidar, si 
este se deriva de la mayor disponibilidad relativa de fibra dietética en el colon o tal vez por 
subproductos metabólicos que actúen como prebióticos. La RC suplementada con BL podría 
representar un tratamiento eficaz para promover el crecimiento de bacterias beneficiosas, 
que puede mejorar la función intestinal (Bernardeau et al., 2006). 
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Figura 43| Principales efectos ejercidos por la administración de las cepas Lactobacillus fermentum CRL1446 
(CR-CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (CR-CRL1434) y Lactobacillus casei CRL431 (CR-CRL431), sobre la 
ganancia de peso corporal (GPC), la microbiota (MI), el tejido adiposo (TA), el sistema inmune (SI) y el 
metabolismo (ME), en un modelo de restricción calórica del 25 % (RC). Las flechas hacia arriba o hacia abajo 
representan aumento o reducción de un parámetro, respectivamente, y los colores representan a cada cepa, 
CRL1446 (verde), CRL1434 (naranja) y CRL431 (azul).
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Conclusiones 
Este estudio demuestra que la RC, el tiempo de tratamiento (20 - 45 días) y la 
suplementación con BL, producen cambios en el perfil de la microbiota intestinal, 
parámetros metabólicos e inmunológicos. 
La suplementación con L. fermentum CRL1446 aumentó la abundancia relativa de 
bifidobacterias y fue capaz de mantener el género Lactobacillus en el tiempo. Por otra parte, 
esta cepa demostró poseer propiedades hipocolesterolémicas e hipoglucemiantes además 
de inducir una disminución de leptina. No se caracteriza por poseer un perfil 
inmunomodulador. 
Lactobacillus casei CRL431 se caracterizó por favorecer el aumento Lactobacillus y aumentar 
el índice F/B, con lo que mejoraría la absorción de nutrientes de la dieta, además de poseer 
un perfil inmunomodulador. En este modelo, L. casei CRL431 restablece los valores de 
glucosa disminuidos por la RC además de inducir un aumento de leptina.  
Lactococcus lactis CRL1434 presentó mayor capacidad inmunomoduladora, sin afectar 
significativamente la composición de la microbiota intestinal. Posee propiedades 
hipoglucemiante e induce una disminución de leptina.  
L. fermentum CRL1446 y Lactococcus lactis CRL1434 podrían ser cepas potencialmente 
probióticas para corregir las alteraciones inmuno-metabólicas asociadas con la obesidad 
mediante su capacidad adipomoduladora. 
L. casei CRL431 es una cepa adecuada para utilizar en casos de desnutrición donde se 
busca mejorar, la absorción de nutrientes y la protección frente a infecciones, además de 
la estimulación del sistema inmune.
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Conclusiones
Finales 
En este trabajo de Tesis Doctoral se puede evidenciar la importancia de la dieta como factor 
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis corporal o como desencadenante de 
enfermedades metabólicas, a través de la MI, y la posibilidad de utilizar cepas probióticas 
específicas, como una estrategia viable para minimizar o mejorar los cambios inducidos por 
la dieta. Esto se puede ver claramente en la Figura 43, donde se representa la distribución 
de los diferentes tratamientos dietarios utilizados en esta tesis, en función de la composición 
de su MI. Con esto se observa en primer lugar que son las dietas (RC y DAG) las principales 
responsables de los cambios (en sentido opuesto) de la MI, y en segundo lugar que la 
suplementación con BL puede afectar el efecto de la dieta sobre la MI. 
Figura 43| Análisis de coordenadas principales (PCoA) basado en métricas UniFrac Fast. Componentes en 
PC1, PC2 y PC3 se representan explicando casi 50 % de la variabilidad en forma combinada. Muestra la 
distribución de los diferentes tratamientos dietarios en función de la composición de la MI, cada grupo está 
representado por círculos de diferentes colores.  Dieta estándar (DE), restricción calórica (RC) con y sin la 
suplementación de bacterias lácticas: Lactobacillus fermentum CRL1446 (RC-CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 
(CR-CRL1434) y Lactobacillus casei CRL431 (RC-CRL431). Dieta alta en grasas (DAG) con y sin la administración 
de BL: Lactobacillus fermentum CRL1446 (RC-CRL1446), Lactococus lactis CRL1434 (RC-CRL1434) y Lactobacillus
casei CRL431 (RC-CRL431) a los 20 (20D) y 45 (45D) días.
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Establecer un proceso de selección de cepas con potencial probiótico para obesidad 
representa un verdadero desafío, esto teniendo en cuenta el amplio abanico por el cual una 
bacteria podría ejercer su efecto beneficioso, sin embargo, abordamos este compromiso 
focalizándonos en la metainflamacion (inflamación de órganos metabólicos) asociada a la 
obesidad como responsable del desarrollo de esta enfermedad y tomando a la leptina como 
adipoquina central en este proceso.  
En primer lugar, este trabajo nos permitió establecer el perfil inmuno- y adipo-
modulador de diferentes BL y poder, en base a los resultados obtenidos, seleccionar tres 
cepas con características específicas que pudieran ser evaluadas in vivo; Lactobacillus 
fermentum CRL1446, Lactobacillus casei CRL431 y Lactococus lactis CRL1434. La 
capacidad adipomoduladora de estas BL no había sido estudiado hasta el momento y puede 
representar uno de los posibles mecanismos de acción a la hora de ejercer sus efectos 
benéficos. 
Posteriormente, en la evaluación in vivo de las cepas seleccionadas, pudimos conocer 
el comportamiento de cada una de ellas en presencia de dos dietas diferentes, una dieta de 
restricción calórica (RC), y una dieta alta en grasas (DAG) durante 7 semanas. Los resultados 
obtenidos revelaron un cambio significativo sobre la composición de la MI y la estructura y 
funcionalidad del TA, así como sobre parámetros inmuno-metabólicos inducido por la 
dieta. En este contexto las BL administradas conjuntamente con la dieta, modularon de 
manera cepa dependiente, el efecto de la dieta, ya sea revirtiéndolo parcial o totalmente, o 
acentuándolo. 
 Los cambios sobre la MI y el TA, repercutieron sobre parámetros metabólicos e 
inmunológicos de los animales experimentales, destacándose CRL1446 y CRL1434 como 
dos cepas prometedoras para prevenir o minimizar las alteraciones inmuno-metabólicas 
asociadas a la obesidad y la dieta alta en grasas (DAG). CRL1446 también mostró efectos 
interesantes combinada con la RC, con lo cual se la postula como una cepa candidata para 
la elaboración de un alimento funcional con miras a prevenir el sobrepeso y la obesidad. 
Esta cepa no sólo mantuvo las características deseables de la RC, sino que además añadió 
efectos bifidogénicos, hipocolesterolémicos e hipoglucemiantes.  
En cuanto a L. casei CRL431 mostró mejores características para utilizar en casos de 
desnutrición donde se busca mejorar, la absorción de nutrientes y la protección frente a 
infecciones. Si bien, CRL431 es ampliamente reconocida como probiótico, sus propiedades 
adipomoduladoras no habían sido reportadas. 
La comparación de los ensayos in vitro con los in vivo nos permitió observar que el 
efecto adipomodulador determinado in vitro, no se puede extrapolar totalmente a los 
estudios in vivo; sin embargo, podría reducir el amplio espectro de microrganismos con 
potencial “anti-obesidad”. Mientras que CRL1434 y CRL1446, aumentaban o mantenían los 
niveles de leptina, respectivamente, en el co-cultivo, en ambos modelos animales (RC y 
DAG), redujeron significativamente los niveles de esta hormona. Esto demuestra el rol clave 
de la MI sobre el perfil de adipoquinas, afectando principalmente la extracción de energía y 
su almacenamiento en el TA, efecto difícil de evaluar de forma in vitro hasta el momento.  
Con lo cual planteamos a este sistema de co-cultivo, paso previo a los estudios in vivo, como 
un método de selección de cepas adipomoduladoras para el tratamiento y/o prevención de 
enfermedades asociadas a la malnutrición.  
Una bacteria no es la causa ni la solución del problema, pero entender los 
mecanismos por los que las cepas probióticas contribuyen a reestablecer las alteraciones 
inmuno-metabólicas y los cambios en la composición de la MI nos ayudaran a diseñar 
métodos de screening más específicos y mejorar la selección de cepas que representen 
nuevas alternativas prometedoras para contribuir en la lucha contra un problema de salud 
mundial como la obesidad.
BL 
Metabolismo 
TA 
Dieta 
MI 
Lactobacillus Fermentum CRL1446
CR 25%
Leptina
HFD 60%
Lactococcus lactis 1434
Lactobacillus casei CRL431
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 Determinar la capacidad adipomoduladora de diferentes componentes de BL o medios 
condicionados por éstas, sobre adipocitos, para establecer que fragmentos de las bacterias 
ejercen el efecto adipomodulador, si es necesario la viabilidad de la mismas y si el efecto es 
diferente al de la bacteria completa. 
 Establecer mediante ensayos de compatibilidad entre Lactobacillus fermentum CRL1446 y 
diferentes cepas del género Bifidobacterium, para determinar un posible efecto bifidogénico 
o sinérgico en el crecimiento de ambos géneros. 
 Estudiar el efecto de las cepas seleccionas sobre la expresión de receptores toll-like en células 
intestinales y del tejido adiposo.  
 Poner en marcha un nuevo modelo de obesidad, con un tratamiento dietario que convine 
restricción calórica (RC) Y bacterias lácticas (BL), para procurar establecer la eficacia de 
dicha estrategia nutricional para revertir las alteraciones inmuno-metabólicas y establecer 
si existe un efecto sinérgico por la combinación de ambas. 
 Plantear un estudio clínico con Lactobacillus fermentum CRL1446 y/o Lactococcus lactis 
CRL1434 en pacientes con sobrepeso u obesidad, para corroborar los resultados obtenidos 
hasta el momento en modelos animales. 
 Iniciar el desarrollo de un alimento funcional, conteniendo la o las cepas en estudio, para 
prevenir la obesidad y contrarrestar el sobrepeso. 
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